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Re s u m o
D-Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase de músculo 
de Caiman sp foi isolada e purificada. 0 perfil de pH, o 
ponto isoelêtrico, a composição de aminoácidos e as cons-
tantes cinéticas foram descritos. Foi demonstrado que a en-
zima ê um tetrâmero com peso molecular de aproximadamente
140.000 daltons. Eletroforese em gel de poliacrilamida em 
presença de SDS demonstrou uma única banda, correspondendo 
à subunidade, com peso molecular de 36.000. Foi demonstrado 
que nucleotídeos de adenina inibem competitivamente a ati-
vidade enzimãtica com relação ao NAD. Incubação da enzima 
com ATP, a 0°C causou perda da atividade enzimãtica, sendo 
a mesma parcialmente recuperada por aquecimento ã tempera-
tura ambiente. A GPDH ê inativada quando incubada em pre-
sença de uréia. A reassociação da enzima foi parcial, mesmo 
em presença de NAD e somente conseguida quando a mesma não 
estava totalmente dissociada. A GPDH ê inativada quando in-
cubada a 37°C em presença de NADH ou gliceraldeldo-3-fosfa- 
to. Foi demonstrado que NAD não tem qualquer efeito prote-
tor em relação a este tipo de inativação, mas que a presen-
ça de 2-mercaptoetanol protege a enzima. A GPDH tem aproxi-
madamente 13,8 grupos-SH por mol dos quais 4 são mais rea-
tivos, correspondendo aos grupos-SH do sitio ativo. Através 
de estudos de fixação do NAD sobre a apoenzima, foi verifi-
cado que 4 moles de NAD podem ser ligados por mol de enzi-
ma. Os resultados obtidos para a GPDH de músculo de Caiman 
sp demonstram que esta enzima se assemelha mais às enzimas 
de músculo do que às enzimas de levedura ou bactérias.
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1. In t r o d u ç ã o
Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (D-gliceral- 
deldo-3-fosfato: NAD oxidoredutase), E.C.1.2.1.12 , é uma 
enzima glicolítica que catalisa a oxidação fosforilativa de 
D-gliceraldeído-3-fosfato (G3P) em ácido 1,3- difosfoglicê- 





























Na primeira etapa da reação, o aldeído e o NAD+ rea-
gem estequimetricamente com a enzima dando como intermediá-
rio acil-enzima, que é desacilada na segunda etapa, pelo ar— 
seniato ou fosfato, liberando ácido carboxílico ou acil-fos- 
fato, respectivamente.
A gliceraIdeído-3-fosfato desidrogenase (GPDH) ê uma 
enzima chave na conversão glicolítica de glucose a ácido pi- 
rúvico, que representa uma importante via do metabolismo de 
carboidratos na maioria dos organismos.
A oxidação de G3P acoplada ã fosforilação de núcleo- 
tídeos de adenina foi originariamente estabelecida por NEED- 
HAM & PILLAI136. o isolamento desta enzima foi conseguido a 
partir das observações de GREEN et al.7 3 em relação â ini-
bição da glicólise e da fermentação alcoólica por ácidos 
halogenacêticos e pelo trabalho subseqüente de RAPKINE152 
associando esta inibição a grupos sulfidrílicos da glice- 
raldeído-3-fosfato desidrogenase. A natureza precisa da rea-
ção enzimática foi elucidada por WARBURG & CHRISTIAN * ci-
tado por HARRIS, J.J. & WATERS, M.85 quando isolaram a GPDH 
de levedura em forma pura, cristalina. Posteriormente foi 
descrito o isolamento da enzima cristalina de músculo es-
quelético de coelho por CAPUTTO & DIXON2 5 e por CORI et 
al.3 8 * 3 8
A gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase ocorre larga
*WARBURG, Q. & CHRISTIAN, W. Isolation and crystal- 
lization of protein of the oxidative fermentation enzymes. 
Biochem. Z., 303:40-68, 1939.
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e abundantemente na natureza, compreendendo cerca de 20% da 
proteína total solúvel em levedura105 e acima de 10% da pro-
teína solúvel de músculo39.
1.1. Is o l a m e n t o d a g p d h
A gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase tem sido iso-
lada de diferentes fontes, tais como: músculo de coelho25, 
39, levedura105, músculo57 e fígado41 de porco, músculo hu-
mano, de boi, de galinha, de peru, de faisão, de esturjão, 
de lagosta3, músculo de peixe74,100, de rato134, bactérias8' 
9, k o, *»2, 4 3 , 6*+, 87, 183, 184^ insetos27, protozoãr ios 7 5 , plan-
tas 53, 1 ̂ 6, 162, 1 7 6 , 2 o ‘t ̂ eri trõci tos 55 e algas 8 8 • 1 0 9 .
Os métodos de purificação geralmente relacionam-se 
com a solubilidade da enzima como complexo enzima-NAD+ em 
altas concentrações de sulfato de amónio. Assim a enzima de 
músculo de vários animais, onde ela constitui de 5 a 10% da 
proteína total pode ser obtida à partir de extrato de mús-
culo, por cristalização direta através de simples fraciona-
mento com sulfato de amónio3. Entretanto em outros tecidos 
a concentração da enzima ê muito mais baixa e sua purifica-
ção requer vários passos de fracionamento99»111.
Em bactérias43,183 desenvolveram-se métodos de iso-
lamento da enzima pelo uso de cromatografia de troca iônica 
e mais recentemente HOCKING & HARRIS87 prepararam a enzima
de Thermus aquatious por cromatografia de afinidade em NAD 
imobilizado. Este método permite isolar a enzima em forma 
homogênea à partir de extrato bruto bacteriano, baseado na 
forte afinidade da enzima por NAD imobilizado.
Um método rápido e conveniente para isolar a GPDH 
de eritrócitos humanos foi desenvolvido55 baseado no fato 
de que ela e retida pela membrana celular quando submetida 
ã hemélise hipotônica e que pode ser subseqüentemente eluí- 
da com altas forças iônicas. SALEEMUDDIN & ZIMMERMANN160 uti-
lizando método semelhante purificaram as enzimas de múscu-
lo, fígado, rim e cérebro de rato que foram eluídas da mem-
brana com NADH 2mM. 0 fato de que esta classe de enzimas 
apresenta um alto grau de homologia86 sugere que este pro-
cedimento pode ser usado para purificar enzimas de outras 
fontes. No caso da GPDH de levedura a afinidade pela mem-
brana do eritrõcito humano parece ser muito fraca, para ser 
utilizada para purificação125.
1.2. Es t a b i l i d a d e
As GPDHs de várias origens são relativamente instá-
veis em solução, tendendo a se desnaturar expontaneamente à 
temperatura ambiente e flocular, porém podem ser conserva-
das por longos períodos de tempo a baixas temperaturas como 
suspensão de cristais em solução de sulfato de amónio. A es-
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tabilidade da enzima ê afetada por vários fatores tais co-
mo: estabilidade dos grupos sulfidrílicos, presença ou au-
sência de metais pesados, presença ou ausência de coenzima 
ligado e o tipo e concentração de sais193.
1.3. E s t r u t u r a  d a  e n z i m a
1.3.1. ESTRUTURA PRIMARIA
HARRIS & PERHAM, através de métodos químicos envol-
vendo marcação específica de resíduos de cisteína cataliti- 
camente ativos82'1^7 e caracterização de fragmentos de pep- 
tídios produzidos por clivagem enzimãtica83, concluíram que 
a GPDH ê composta de subunidades, compreendendo aproximada-
mente 330 resíduos de aminoãcidos, correspondendo a um peso 
molecular de 36.000.
HARRINGTON & KARR81 demonstraram por ultracentrifu- 
gação que as GPDHs de músculo de coelho e de porco têm peso 
molecular de 145.000 e que se dissociam em 4 subunidades de 
peso molecular 36.300 quando tratadas por cloridrato de gua- 
nidina 5M.
Análise da seqüência de aminoãcidos da enzima de mús-
culo de lagosta1*5, de músculo de porco85 e de levedura93 
confirmam que as subunidades têm estrutura primária idênti-
&
ca. Nas três espécies estudadas, 60% dos resíduos ocorrem 
em seqüência idêntica, demonstrando que a seqüência de ami- 
noãcidos da GPDH ê conservada em uma maior extensão do que 
a seqüência de outras enzimas comparáveis, como ê o caso da 
desidrogenase alcoólica94. A análise da seqüência de amino- 
ãcidos da desidrogenase alcoólica de mamífero e de levedura 
sugere que filogeneticamente ambas são relacionadas distan-
temente2 1.
Os resultados da análise de aminoâcidos indicam uma 
seqüência única para cada uma das GPDHs examinadas e não há 
evidência decisiva para a existência entre estas enzimas de 
isoenzimas que difiram em seqüência primária, apesar da
ocorrência de formas eletroforéticas múltiplas em diferen-
tes organismos, como descrito por LEBHERZ & RUTTER112.
1.3.2. ESTRUTURA DA H0L0ENZIMA
Os primeiros dados de difração de raios-X para GPDH 
foram obtidos por WATSON & BANASZAK200 com cristais da en-
zima de músculo de lagosta. Estes cristais, que apresenta-
vam cor amarela, que ê característico para a holoenzima, 
eram ortorrômbicos, com o tetrâmero como a unidade assimé-
trica. Resultados similares foram obtidos para cristais da 
enzima de músculo humano71 e de B.stearothermophilus183. Es-
tudos mais detalhados 22'23 * 24 da enzima de músculo de la—
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gosta conduziram à primeira interpretação, com alta resolu-
ção, da estrutura da GPDH.
Para definir a estrutura da GPDH (Fig. A) tem sido 
usado um sistema de coordenadas de eixos P, Q e R 159, simi-
lar àquele usado previamente para a desidrogenase látiça1.
O traço mais marcante na estrutura ê que embora exi-
bindo aparente simetria 222, o tetrâmero consiste funcio-
nalmente de um dímero de dímero relacionados através do ei-
xo Q. A região de maior interação entre as subunidades é 
através do eixo P; os contatos relacionados ao eixo Q são 
relativamente poucos e não são altamente conservados en-
quanto que os contactos relativos ao eixo R são novamente 
mais numerosos e altamente conservados24.
Estudos têm demonstrado24 que a estrutura da subuni- 
dade consiste de dois domínios. O primeiro domínio compreen-
dendo os resíduos de 1 a 149, ê essencialmente o domínio de 
ligação do coenzima e o segundo, compreendendo os resíduos 
150 a 334, provê resíduos para catálise, especificidade e 
cooperatividade entre as subunidades.
a - 0 domínio de ligação do NAD+
O domínio de ligação do NAD+ consiste de uma folha em 
conformação 3 formada por 6 cadeias paralelas flanqueadas 
por hélices (Fig. B).
O NAD+ na GPDH está ligado em uma configuração aber-
ta a cada uma das 4 subunidades e esta ligado perto da cin-
p
Fig. A: Representação diagramãtica da associação da 
subunidades na gliceraldeído-3-fosfato desi 
drogenase2**.
Fig. B: Representação diagramãtica do domínio de li-
gação do NAD+2i+.
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tura molecular do tetrâmero, perto suficiente para intera-
gir com uma secção de folha antiparalela compreendendo os 
resíduos 179 a 200.
b - 0 domínio catalítico
A segunda metade da subunidade consiste primariamen-
te de uma folha formada por 9 cadeias antiparalelas (Fig. C) 
que forma uma intersubunidade de contacto gerada pelo eixo 
P. Do outro lado da folha hã 3 hélices compreendendo os re-
síduos 147 a 166, 201 a 216 e 215 a 267 respectivamente. A 
cadeia polipeptídica termina em uma hélice longa (resíduos 
313 a 334) que está associada com o primeiro domínio de mo-
do que o resíduo C-terminal fica próximo do resíduo N-ter- 
minal. A cisteína essencial 149 esta na junção entre os dois 
domínios. Este resíduo inicia uma região helicoidal curta 
na qual a cisteína 153, não reativa, ocorre depois de uma 
volta, de modo que ela fica próxima da cisteína-149. A ca-
deia polipeptídica então volta para a vizinhança do centro 
ativo como parte de uma folha antiparalela que contêm his- 
tidina-176. Lã segue como uma folha antiparalela, em forma 
de S (resíduos 179 - 200) que interage com o NAD na sub-
unidade relacionada com o eixo R.
Dos resíduos (aproximadamente 330) de aminoácidos que 
compõem a subunidade enzimática, 36% estão na conformação 
de hélice e 40% em folha pregueada (conformação 6)24 o que 
está de acordo com a previsão feita pelas medidas de dis-
Fig. C: Representação diagramãtica do domínio
catalítico24 .
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persão õtica rotatória121 e absorção no infravermelho1*4.
1.3.3. ESTRUTURA DA APOENZIMA
Estudos relativos à estrutura tridimensional da apoen- 
zima de músculo não tem sido possível devido à dificuldade 
na obtenção de apoenzima estável, em forma cristalina65. 
Cristais estáveis de holo e apoGPDH de Bacillus stearother- 
mophilus foram preparados por SUZUKI & HARRIS183, apropria-
dos â análise de difração de raios-X. Tem sido demonstra-
do183 gue os cristais da holoenzima de B.stearothermophilus 
são ortorrômbicos com grupo espaçador P2^ 2^ 2; a célula 
unitária, como na enzima de lagosta, consiste de 4 tetrâme- 
ros. Estudando-se a estrutura da apoenzima foi demonstrado 
que os cristais são monoclínicos, e a célula unitária con-
siste de dois tetrâmeros.
1.4, A m INOÃCIDOS IMPORTANTES DA GLICERALDEÍD0-3-F0SFAT0 DE~ 
SIDROGENASE, ESTUDOS DE MODIFICAÇÃO QUÍMICA
1.4.1. CISTEÎNA
0 conteúdo de cisterna da GPDH é variável ficando en-
tre 5 grupos-SH por subunidade para a enzima de músculo de 
lagosta45 e um grupo-SH por subunidade para a enzima de T.
aquatious87.
A cisteína essencial (Cys-149) é também a mais rea-
tiva e ê a reação deste resíduo da GPDH que ê responsável 
pela inibição de glicólise e da fermentação por ácido iodo- 
acético82'152. A cisteína-14 9 também reage seletivamente com 
outros reagentes, tais como: p-fluorodinitrobenzeno166, te- 
trationato4'145'148, iodobenzoato145 e vários mercuriais or-
gânicos 79 ' 1 9 9 .
SHALTIEL165 demonstrou que a dinitrofenilação da GPDH 
de músculo de coelho â pH 8,0, inativa completamente a en-
zima. Foi estabelecido por SHALTIEL & TAUBER-FINKELSTEIN167, 
após isolamento do peptídio marcado, que o grupo dinitrofe- 
nilado estava fixado na cisteína-149, por analogia com a 
GPDH de músculo de porco85.
Em 1981, FOUCAULT et al.61 estudando a dinitrofeni-
lação de resíduos de cisteína das GPDHs de músculo de coe-
lho e de levedura, observaram uma perda de atividade cor-
respondendo a uma reatividade de metade dos sítios e a uma 
reatividade de todos os sítios, respectivamente. Os resul-
tados sugerem uma estrutura assimétrica para a holo e apoen- 
zima de músculo de coelho, entretanto pelos experimentos não 
se pode dizer se a assimetria da enzima modificada ê indu-
zida ou se ela preexiste na enzima nativa. Estes resultados 
estão em concordância com estudos de modificação química e
1 3
de ressonância nuclear magnética que indicam uma estrutura 
assimétrica para a holoenzima de músculo de coelho13*17 e 
com os resultados cristalográficos sugerindo uma estrutura 
assimétrica para a holo e apoGPDH de lagosta14*72*129*132.
Para a apo e holoenzima de levedura os resultados de 
dinitrofenilação sugerem uma estrutura simétrica61. Embora 
estes resultados possam ser interpretados de acordo com o 
modelo de MONOD128, a estrutura simétrica da apo e holoGPDH 
de levedura é também coerente com o modelo do ajuste indu-
zido proposto por KOSHLAND et al.10 1.
Na estrutura nativa da GPDH, a cisteína-153 não ê 
reativa, embora sob certas condições seja capaz de formar 
uma ligação dissulfeto intracadeia com a cisteína-149145* 199.
1.4.2. LISINA
Foi demonstrado124*149 que um resíduo de lisina na 
GPDH, identificado como lisina-183 na seqüência primária85 
pode ser acetilado irreversivelmente quando a apoenzima rea-
ge com p-nitrofenilacetato ou acetilfosfato, em pH alcali-
no. A N-acetilação ocorre não pela reação direta com a li-
sina-183, mas como resultado de uma migração do grupo ace- 
tila do S da cisteína-149 para o N da lisina-183. Isto im-
plica que a lisina-183 está perto da cisteína-149 na estru-
tura quaternária da apoenzima, o que foi confirmado por
1*»
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SHALTIEL & TAUBER-FINKELSTEIN168 pelo uso de um reativo bi- 
funcional, o 1,5 difluoro-2-4-dinitrobenzeno, que forma uma 
ponte,entre o grupo sulfidrílico da cisteína-149 e o grupo 
e-aminado da lisina-183. Segundo REISLER et ai.154 estes 
dois grupos funcionais podem se aproximar um do outro a uma
~ ° ~ „ o
distancia de 6 A. Esta distancia critica de 6 A confirma as 
observações de HARRIS & POLGÃR84 para explicar a transfe-
rência do grupo acetila da cisteína-149 sobre o grupo e- 
aminado da lisina-183.
Dois papéis foram sugeridos para a lisina-183: ser o 
sítio de ligação para o fosfato do gliceraldeído-3-fosfa- 
to149 ou o sítio de fixação do coenzima24 » 124 . Entretanto, 
segundo FOUCAULT et al.60, o resíduo de lisina-183 não es-
taria implicado no sítio catalítico nem no sítio de ligação 
do coenzima. Segundo os autores este resíduo parece desem-
penhar papel na área de contacto entre duas subunidades ad-
jacentes (vermelho-verde e azul-amarelo) da qual flui in-
formação conformacional para a ligação do NAD+ ou arseniato 
à proteína. Este resultado estã em acordo com estudos cris- 
talográficos15»129 nos quais foi observado que a lisina-183 
estã localizada na área de contacto entre duas subunidades 
adjacentes. Este resíduo, comum às enzimas de levedura, de 




A modificação química de 8 resíduos de arginina do 
tetrâmero da enzima de levedura por butanodional133 ocasio-
na a perda da atividade de desidrogenase. Embora a enzima 
modificada possa ainda fixar o NAD+ , a reatividade dos gru- 
pos-SH do sítio ativo decresce, sugerindo que esta parte do 
sítio ativo foi alterada.
MORAS et al.129 estudando a estrutura tridimensio-
nal da enzima de lagosta, evidenciam um papel eventual da 
arginina-231 na fixação do substrato.
1.4.4. TIROSINA
MORAS et al.129 demonstraram por cristalografia que 
o núcleo da nicotinamida da GPDH é paralelo ao resíduo de 
tirosina-317, sendo a distância entre os dois núcleos de
O
4 A. Esta proximidade poderia ser importante para a forma-
ção da Banda de Racker150.
1.4.5. HISTIDINA
Embora a histidina tenha sido implicada no mecanismo 
catalítico da GPDH, não há nenhuma evidência química para o
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envolvimento direto de um resíduo de histidina no sítio ati-
vo ® o» 1 *+1.
Estudos de fotooxidação19»63 demonstraram que a ina- 
tivação da enzima de músculo de coelho estava associada com 
a destruição específica da His-138. Entretanto, no caso da 
GPDH de lagosta este resíduo é substituído por ácido glutâ- 
mico, o que torna improvável seu envolvimento no sítio ati-
vo .
Estudos cristalográficos129 porém, evidenciam que um 
resíduo de histidina-176 está presente no sítio ativo, na 
vizinhança da cisteína-149.
1.5. E s t u d o s  s o b r e  i n t e r a ç ã o  d o  n a d + c o m  a  g l i c e r a l d e !d o -3-
FOSFATO DESIDROGENASE
1.5.1. MECANISMO DE FIXAÇAO DO NAD+
Um dos problemas mais freqüentemente abordados no es-
tudo da GPDH está relacionado com a afinidade do coenzima 
pela enzima e o papel estrutural e catalítico das diferen-
tes moléculas de NAD+ fixadas. Quatro moléculas de coenzima 
podem se ligar à enzima tetramétrica, mas a afinidade de li-
gação em geral decresce para a enzima de músculo, com o 
grau de saturação de NAD+ , exibindo portanto o fenômeno de
aoopevatividade negativa16 * 36»50. Ao contrário para a enzi-
ma de levedura, a cooperatividade é essencialmente positi- 
va37.96,97,98  ̂ demonstrado que o NADH não se liga tão
firmemente quanto o NAD+ , porém a afinidade de ligação é 
igual em todas as subunidades196.
Uma variedade de diferentes modelos tem sido sugeri-
do para explicar o papel efetor do NAD+ . KIRCHNER e cols.96* 
97,98,196 demonstraram que a ligação do NAD+ â enzima de 
levedura pode ser descrita pelo modelo de MONOD et al.128,o 
qual requer a existência de conformações diferentes, alta-
mente simétricas. KOSHLAND e cols. 36>37>101 propõem um mode-
lo seqüencial para a ligação do NAD+ ã enzima de músculo, 
em que ocorre uma mudança de conformação induzida pelo li- 
gante (ajuste induzido).
1.5.2. BANDA DE RACKER
Quando o NAD+ liga-se ã enzima, uma cor amarela ca-
racterística se desenvolve, devido a uma larga banda de ab-
sorção com um máximo a 360 nm, conhecida como banda de Rae- 
ker108,150^ ^ química da ligação do NAD+ à GPDH está ainda 
no estágio especulativo. Numerosas proposições tem sido fei-
tas, como por exemplo: ligações covalentes, ligações ele- 
trostãticas e complexos de transferência de carga. Os gru-
pos sulfidrílicos da GPDH foram implicados como prováveis
1 8
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sítios de ligação do NAD+ desde que foi demonstrado que a 
banda de Racker era abolida por iodoacetato, p-cloromercu- 
ribenzoato, acetilfosfato150 ou H202138. Foi sugerido 151 que 
a ligação do NAD+ com a enzima era do tipo covalente entre 
o S da cistelna e o do anel da nicotinamida; evidências 
porém, parecem não comprovar esta hipótese. Uma explicação 
alternativa para o espectro do complexo NAD+-enzima foi pri-
meiro sugerida por KOSOWER102»103»104 que propõe a existên-
cia de um complexo de transferência de carga entre o NAD+ e 
a enzima. Por outro lado, o estudo de compostos modelos mos-
tram que pode haver um complexo de transferência de carga 
entre o anel indol de um resíduo de triptofano e o anel ni-
cotinamida32' 33»171. A existência da banda de Racker pode-
ria ser interpretada, portanto, como o reflexo da existên-
cia de um complexo de transferência de carga entre um resí-
duo de triptofano da enzima e a nicotinamida do NAD+ . Ba-
seadas nestes dados, duas explicações podem ser propostas; 
a primeira supõe a existência de um efeito estérico, resul-
tante da substituição da cisteína do sítio ativo que pode 
induzir uma mudança na conformação da enzima tornando im-
possível a interação indol-nicotinamida. A segunda explica-
ção supõe a existência de um efeito estérico, resultante da 
substituição da cisteína, que suprime a banda de Racker; 
neste caso a cisteína estaria próxima de um resíduo tripto-
fano .
Estudos cristalogrãficos mais recentes da holoenzima
de lagosta21*'129 sutjerem que a banda de Racker seria o pro-
duto de um complexo de transferência de carga entre a cis-
teína e a nicotinamida do coenzima. Foi demonstrado que o
a O O
enxofre da cisteína está a uma distancia de 2 A e 4 A da
nicotinamida na subunidade vermelha e verde, respectivamen-
te. Por outro lado estes dados cristalogrãficos mostram que 
a nicotinamida do NAD+ está paralela à tirosina-317 e a uma
^  O
distancia de 4 A, portanto devido a esta proximidade a ti-
rosina-317 não pode ser excluída como fator contribuinte pa-
ra a formação da banda de Racker.
1,6, Reatividade de metade dos sítios
As GPDHs de várias origens exibem um fenômeno deno-
minado reatividade de metade dos sítios que consiste na li-
mitação estequiomêtrioa de uma reação irreversível por uma 
metade dos sítios ativos potenciais da molécula.
Foi observado uma perda total da atividade enzimáti- 
ca quando duas das quatro subunidades da GPDH são modifica-
das por agentes arilantes ou alquilantes tais como: p-fluo- 
rodinitrobenzeno, ácido iodoacetamida salicílico, 4-iodoa- 
cetamidanaftol, p-fluoro.m.m'-dinitrofenil sulfona76» 113>114' 
120,122,123,164  ̂ Entretanto com outros reagentes alquilantes 
como iodoacetato, iodoacetamida, N-etilmaleimida, as quatro 
subunidades devem estar modificadas para que ocorra inati-
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vação irreversível da atividade de desidrogenase11 **.
De acordo com MAcQUARRIE & BERNHARD120 e SEYDOUX et 
al.164 a reatividade de metade dos sítios estã relacionada 
com uma assimetria preexistente na proteína, entretanto LE- 
VITZKI11 3- 1 llf e STALLCUP & KOSHLAND1 7 7 ' 1 7 8 ' 1 7 9 sugerem que 
a reatividade da metade dos sítios e induzida por ligantes 
e que a apoenzima tem uma estrutura simétrica.
FOUCAULT et al.61 observaram que a dinitrofenilação 
da apoenzima da levedura, que procede de acordo com o meca-
nismo de metade dos sítios ê acompanhada por uma mudança 
conformacional, que pode ter sido induzida pela ligação co- 
valente do reagente químico em uma estrutura simétrica. Es-
ta simetria foi também sugerida por trinitrofenilação dos 
quatro resíduos equivalentes da lisina-183 por tetrâmero e 
pela subseqüente perda da atividade135. Para a holoenzima 
de levedura, a perda da atividade segue um mecanismo de to-
dos os sítios e favorece uma estrutura simétrica61.
Em relação â apoenzima de músculo de coelho, estudos 
de dinitrofenilação têm sugerido que a enzima modificada 
comporta-se como uma estrutura assimétrica, entretanto tor-
na-se impossível deduzir se a assimetria da enzima modifi-
cada ê induzida ou se ela preexiste na apoenzima nativa61.
1.7. Mo d i f i c a ç õ e s d a g p d h r e l a c i o n a d a s c o m o e n v e l h e c i m e n t o
2 1
A presença de modificações nas propriedades enzima-
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ticas dependentes da idade do organismo, tem sido demons-
trada e investigada em numerosos estudos. A modificação 
mais comum nas enzimas velhas ê a perda parcial da ativida-
de catalítica, em torno de 40 a 60%, na maioria dos casos. 
Outras diferenças observadas entre as enzimas jovens e ve-
lhas relacionam-se â inativação 1 5 5 * 1 5 7 , reatividade dos gru-
pos sulfidrilicos59,valores de Km156,169 e algumas proprie-
dades óticas espectroscõpicas170. Estas diferenças entre as 
moléculas enzimãticas jovens e velhas, embora significati-
vas, não são muito pronunciadas e em alguns casos são bas-
tante. pequenas69.
Recentemente, GAFNI6 6, 6 7 , 6 8 , 69 demonstrou modifica-
ções relacionadas com a idade do organismo em varias pro-
priedades da GPDH de músculo de rato. A modificação mais
marcante foi a redução da afinidade da enzima velha em re-
~ + - 6 lação ao NAD e seu análogo fluorescente, nicotinamida 1,N
-etenoadenina dinucleotídeo6 9. Foi concluído â partir des-
tes resultados que com o envelhecimento do organismo, ocor-
rem modificações nas subunidades, entretanto a interação en-
tre as subunidades não ê afetada significativamente. Por-
tanto, modificações da GPDH, relacionadas com a idade ocor-
rem nos sítios de ligação da nicotinamida, mas não nos sí-
tios de ligação da adenina67.
Embora o conhecimento mais aprofundado das modifica-
ções estruturais envolvidas no processo de envelhecimento 
seja de fundamental importância, isto ainda não havia sido
alcançado em quaisquer dos sistemas anteriormente estuda-
dos. Entretanto como descrito acima, GAFNI67»69 estudando 
as modificações relacionadas com a idade em GPDH, conseguiu 
evidências para a localização destas modificações estrutu-
rais na enzima isolada de músculo de rato.
1,8. M e c a n i s m o  DE AÇÃO DA GLICERALDEÍD0-3-F0SFAT0 d e s i d r o -
GENASE
A GPDH catalisa a oxidação fosforilativa reversível 
de gliceraldeIdo-3-fosfato, em uma reação que acopla a oxi-
dação de um aldeído, para a síntese de um anidrido fosfato 
de alta energia, o 1,3 difosfoglicerato117. O uso de arse- 
niato em vez de fosfato resulta na formação de l-arseno-3- 
fosfoglicerato que é rapidamente e não enzimaticamente hi- 
drolisado a 3~fosfoglicerato, tornando a reação irreversí-
vel. Outros aldeídos podem também ser oxidados originando 
os acilfosfatos correspondentes137.
A GPDH apresenta numerosas outras atividades que, em-
bora não fisiológicas, têm ajudado a elucidar o mecanismo 
da reação fisiológica normal. A natureza destas outras ati-
vidades, tais como transferência de grupos acila e ativida-
de esterãsica, tem sido bem estudada 3k e podem ser expli-
cada em termos de formação intermediária de acil-enzima.
2 3
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Vários mecanismos têm sido propostos para a reação 
catalisada pela GPDH. Segundo ORSI & CLELAND142 o mecanismo 
cinético para a GPDH de músculo de coelho ê do tipo ordena-■ 
do, com o NAD+ , aldeído e fosfato ou arseniato acrescentan-
do-se em ordem e a liberação do ácido precedendo à libera-
ção do NADH.
Por outro lado, SEGAL & BOYER163 portulam para a GPDH 
um mecanismo do tipo p-ing-pong. Estudos cinéticos realiza-
dos por TRENTHAM e cols.7 9 j 8 0 ' 1 8 7 * 1 8 8 * 1 8 9 com a enzima de 
porco e por DUCGLEBY & DENNIS5“4 com a enzima de P-Csum sati- 
vum dão apoio a este mecanismo.
Estudos recentes, realizados por WANG & ALAUPOVIC197 
com a GPDH de eritrõcitos humanos, indicam que a reação ca-
talisada por esta enzima segue um mecanismo ordenado ter bi, 
caracterizado pela ad.içao seqüencial de NAD , G3P e fosfato 
S enzima e a liberação seqüencial de 1,3-difosfoglicerato e 
NADH da enzima. Este mecanismo proposto está de acordo com 
o mecanismo cinético proposto por ORSI & CLELAND142 para a 
reação catalisada pela GPDH de músculo.
Em 1968, HARADA & WOLFE, para explicar seus dados com 
a enzima malato desidrogenase77>78, introduziram o conceito 
que múltiplos sítios em uma enzima poderiam atuar de modo 
alternado ou independente, durante a catálise. Este modelo 
sugere diferentes conformações para as duas subunidades, tal 
que uma liga os produtos e outra liga os substratos, mais 





















Fig. D: Mecanismo de reação da GPDH proposto por SEGAL 
& BOYER16 3 e adaptado por HARRIS & WATERS86.
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unidade promove liberação do produto em outra subunidade.
KELLERSHOHN & SEYDOUX95, trabalhando com GPDH de es-
turjão, fornecem evidências que nesta enzima os sítios pos-• 
sam participar de uma maneira alternada.
Através dos estudos de TRENTHAM189 e PECZON & SPI- 
VEY146 foi demonstrado a equivalência dos sítios em um ci-
clo catalítico, entretanto um modelo de sítio alternado ou 
um modelo de sítio independente são compatíveis com estes 
dados.
Recentemente, CARDON & BOYER26 estudando a influên-
cia da interação entre subunidades na reação catalisada pe-
la GPDH de músculo de coelho, propõem um modelo simples com 
alternância de sítios, como demonstrado na figura E. Neste 
caso são considerados dois sítios catalíticos interconver-í ' 
síveis, o tetrâmero podendo participar com dois' ■dímeros 
equivalentes ou como um todo com dois sítios essencialmente 
equivalentes.
1.9, Papel metabólico da gpdh
Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase ê uma enzima 
comum às vias glicolítica e gluconeogênica. As enzimas de 
músculo e de fígado são similares em estrutura e proprieda-
des111,175 e portanto o comportamento diferente da enzima 




Liberação do NAOH a 
limitante de velocidade.
Troca rápido de conformação.
Fosforólise auxiliada pelo NAD*
Fig. E: Um esquema de catalise pela GPDH com coopera- 
tividade catalítica entre subunidades, propos- 
to por CARDON & BOYER26.
ambiente celular. No fígado, sob condições normais, a GPDH 
catalisa uma reação em equilíbrio e não apresenta uma fun-
ção reguladora dependente de efetores86. Entretanto, em cé-
rebro e coração de rato foi demonstrado que a GPDH está des-
locada de seu valor de equilíbrio119,202. Em coração de ra-
to, a principal enzima que controla a velocidade da via 
glicolítica é a fosfofrutoquinase, entretanto a piruvato 
quinase e a GPDH são sítios inibitórios particularmente sen-
síveis, desde que as reações catalisadas por estas enzimas 
não são mantidas em equilíbrio e indiretamente controlam os 
níveis de frutose-1,6-difosfato e 1,3-difosfoglicerato202.
Pesquisando a possibilidade da GPDH ser realmente vima 
enzima regulatõria ou limitante de velocidade, não deve ser 
esquecido que a atividade efetiva de uma enzima na célula é 
controlada por vários fatores; podemos citar como exemplo o 
fato de que a GPDH em pH fisiológico opera com somente 20% 
de sua atividade máxima39.
A GPDH é também inibida por vários nucleotídeos de 
adenina62'139'140 » 2 0 3 embora, in vivo,-o ATP seja o único 
nucleotídeo normalmente presente em concentrações suficien-
temente elevadas para causar uma inativação significativa. 
Em concentrações fisiológicas normais de ATP, a GPDH deve-
ria estar inibida 67% a pH 7,4 e 87%, a pH 6,8139.
Nos eritrócitos a GPDH opera com menos de 1% de sua 
capacidade máxima127 devido à inibição por NADH e um alto 
Km para o fosfato.
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Estas considerações feitas em relação aos muitos fa-
tores que afetam a atividade da GPDH ilustram que a enzima 
pode muito bem desempenhar um papel regulatõrio importante 
na glicólise apesar de sua aparente alta atividade in wí- 
tro.
1.10. R e l a ç ã o  e n t r e  e s t r u t u r a  p r o t ê i c a  e e v o l u ç ã o : c o n t r i -
b u i ç ã o  DA GLICERALDEÍDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE
A investigação da estrutura das proteínas pode for-
necer informação acerca da estabilidade destas macromolécu- 
las e as relações evolucionárias entre elas. Historicamente 
o estudo da evolução biológica tem sido focalizado em rela-
ção à taxonomia dos organismos e de fósseis de espécies ex-
tintas . Estes estudos geram um modelo detalhado de desen-
volvimento evolucionário de organismos multicelulares. Nos 
últimos 20 anos entretanto, a caracterização biológica das 
relações evolucionárias tem sido estendida para o nível mo-
lecular. Comparação das similaridades na seqüência de nu- 
cleotídeos nas moléculas de DNA e nas seqüências de aminoã- 
cidos nas proteínas tem tornado possível o estudo da evolu-
ção a nível de genes e seus produtos finais. Recentemente, 
a caracterização das relações evolucionárias a nível mole-
cular envolve também exame das estruturas tridimensionais
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dobradas das seqüências proteicas, como determinado por aná-
lise estrutural do cristal por difração de raios-X. A com-
paração entre estruturas muito similares ou muito diferen-
tes pode ser usada para indicar relações taxonômicas entre 
proteínas18 6.
Existem proteínas cuja estrutura ê conservada por 
um longo período evolucionário, como é o caso do citocromo 
c52,1 6 1 o citocromo c devido a seu pequeno tamanho (103- 
112 aminoãcidos), acoplado à relativa facilidade de purifi-
cação e sua estabilidade, tornou-se uma proteína bastante 
estudada em relação à seqüência de aminoãcidos em uma gran-
de variedade de organismos. A homologia entre as várias se-
qüências estudadas (mais de 50) ê evidente, havendo cerca 
de 64 aminoãcidos em idêntica posição no citocromo c isola-
do do homem e de levedura59. A chance de que estas seqüên-
cias similares fossem provenientes de evolução convergente 
ê muito remota e ê mais provável que esta similaridade seja 
devida à evolução de um gene ancestral comum. Os aminoãci-
dos que não mudam, são provavelmente aqueles que não podem 
ser alterados sem que a função da proteína seja prejudica-
da.
0 citocromo c tem evoluído a uma velocidade compara-
tivamente lenta e portanto organismos relacionados proxima-
mente têm a mesma seqüência, como por exemplo: homem e chi- 
panzê; zebra e jumento; couve-flor e nabo59.
Estudando-se a seqüência de aminoãcidos de uma de-
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terminada proteína em vima grande variedade de organismos, ê 
possível apresentar o resultado em forma de uma árvore fi- 
logenética. Na maioria dos casos esta informação está em 
concordância com o que se espera de uma classificação con-
vencional e filogenética; ê notável que isto possa ser fei-
to baseado em uma só proteína. Entretanto, no caso do cito- 
cromo c, há alguns pontos de desacordo, por exemplo: a ga-
linha está mais próxima do pingüim (2% de diferença na se-
qüência) do que da pomba ou pato (3 - 4%). Similarmente, a 
tartaruga está mais próxima dos pássaros (8%) do que de 
outro réptil, a cobra cascavel (21%). A determinação de que 
estas e outras discrepâncias são devidas à convergência ou 
a erros na filogenia atual, requerirá evidência de muito 
mais dados e estudo de outras proteínas59.
LYDDIATT et al.115 estudando as seqüências do cito- 
cromo c de certos anelídeos, moluscos e equinodermas desco-
briram que a filogenia derivada destes organismos não está
em concordância com a visão correntemente aceita para a evo-
/
lução dos invertebrados.
Alêm do citocromo c, as proteínas mais estudadas em 
relação ã seqüência de aminoácidos são as globinas dos ver-
tebrados (a e B polipeptldeos) e a mioglobina. As globinas 
evoluem cerca de 4 vezes mais depressa do que o citocromo 
c, o que torna o seu estudo apropriado para a solução de 
problemas filogenêticos de nível mais baixo na escala filo- 
genêtica.
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GOODMAN, M.*, citado por FERGUSON, A.59, demonstra a 
filogenia dos genes da globina. A árvore da globina está em 
muitos aspectos em boa concordância com uma filogenia ba-
seada em evidências morfológicas e outras.
Para estudos abaixo do nível de família, proteínas 
que evoluem mais depressa são disponíveis como por exemplo 
os fibrinopeptídeos que demonstram uma taxa de substituição 
de aminoãcidos 20 vezes maior do que o citocromo c. MROSS & 
DOOLITTLE130 através de estudos de seqüência de aminoãcidos 
de fibrinopeptídeos estabeleceram uma árvore filogenêtica 
para a ordem Artiodactila dos mamíferos. Novamente houve 
uma boa concordância com os métodos convencionais.
A análise da seqüência de aminoácidos é de grande 
proveito para estudos filogenéticos, entretanto ê importan-
te que se teste sua utilidade em estudos sistemáticos de al-
ta categoria, em grupos de organismos, como os vertebrados, 
que têm um registro fóssil relativamente bom, antes que es-
ta técnica seja estendida a invertebrados e plantas para os 
quais os registros fósseis são poucos ou ausentes. A deter-
minação da seqüência de aminoãcidos é um procedimento lento 
e dispendioso e requer também relativamente grandes quanti-
dades da proteína putificada. Tem se observado que muitas 
das seqüências examinadas são daqueles organismos pronta-
mente disponíveis aos bioquímicos, isto é, animais de labo-
*G0ÜDMAN, M. 1976. Protein sequenaes in phylogeny. 
In: Ayala, F .J .ed. Molecular Evolution. Sinauer Associates, 
Sunderland, Massachusetts.
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ratõrio e aqueles facilmente obtidos no comércio. Para uma 
informação sistemática significativa, entretanto, o estudo 
de muitas outras seqüências será necessário.
Do exposto acima, podemos concluir que as relações 
filogenéticas entre os seres vivos, interpretadas à luz de 
métodos convencionais de análise filogenética, tais como 
análise morfológica de espécies vivas e fósseis, podem es-
tar sujeitas a erros. Como alternativa de estudo destas re-
lações filogenéticas, a análise estrutural de proteínas de 
evolução lenta ou de evolução rápida fornece valiosos sub-
sídios para novas interpretações e estabelecimento de novas 
linhas filogenéticas.
A gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, semelhante-
mente ao citocromo c, pode ser considerada uma proteína de 
evolução lenta, já que apresenta 68% de homologia na se-
qüência de aminoãcidos entre seres tão distantes filogene- 
ticamente como mamíferos e levedura85,93, tornando-se um 
excelente instrumento para este tipo de análise, uma vez que 
é relativamente fácil a sua obtenção em forma pura e com 
grande rendimento. Embora a GPDH tenha sido purificada de 
uma grande variedade de fontes, para um possível estudo fi- 
logenético uma gama muito maior de organismos deve ser es-
tudada. Visando este objetivo, propomos o estudo da glice- 
raldeído-3-fosfato desidrogenase de músculo de Caiman sp, 
uma vez que pouco se sabe a respeito desta enzima em rép-
teis. O estudo constará do isolamento, purificação e pro-
3«+
priedades da GPDH de músculo de Caiman sp, comparativamente 
às enzimas isoladas de outras fontes.
Embora nesta tese não se proponha realizar estudos 
estruturais mais aprofundados tais como determinação da se-
qüência de aminoácidos e estudos de difração de raios-X, en-
tendemos que com a purificação e caracterização da GPDH de 
reptil estaremos dando importantes subsídios para um estudo 
posterior de estrutura. Futuramente quando os dados de ana-
lise estrutural forem suficientes para cobrir uma gama re-
lativamente grande da escala filogenética, a gliceraldeído- 
3-fosfato desidrogenase poderá contribuir significativamen-
te para a obtenção de informações sistemáticas de grande im-
portância .
2. Ma t e r i a i s  e Mé t o d o s
2.1. Re a t i v o s q u í m i c o s
NAD, NADH, G3P, Nbs2 e Hemoglobina foram adquiridos 
da Sigma Chemical Co. DEAE-Sephadex A-50 foi obtido da Phar-
macia Fine Chemicals. Os outros reagentes eram produtos prõ- 
anãlise e todas as soluções foram preparadas com água des-
tilada e desionizada.
2.2. Pr e p a r a ç ã o do s u b s t r a t o
Para a obtenção do substrato livre, DL-gliceraldeído- 
3-fosfato, na forma de sal de bãrio, foi tratado com Dowex 
50 X4 (Sigma), na proporção de 1,5 mg de Dowex para 100 mg 
de substrato. A solução resultante foi aquecida a 100°C por 
3 minutos, com agitação, para a obtenção do aldeído livre. 
Na hora do’uso o pH da solução que era de aproximadamente 
2,0 era acertado para 7,0, com um solução de KOH 15%.
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2.3. De t e r m i n a ç ã o  d a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  g l i c e r a l d e í d o -3-
FOSFATO
A concentração de gliceraldeldo-3-fosfato foi deter-
minada espectrofotometricamente em presença de excesso de 
NAD, Na2HAs0it e gliceraldeído-3~fosfato desidrogenase, de 
acordo com o método de FURFINE & VELICK65. A mistura de in-
cubação continha tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, contendo 
EDTA lmM e 2-mercaptoetanol ImM, arseniato de sSdio 50mM, 
NAD lmM, enzima em excesso (aproximadamente 20 ug) e 3 a
5 pl da solução de gliceraldeído-3-fosfato a ser testada. O
“\
volume total foi de 1,0 ml; o branco continha todos os com-
ponentes acima exceto que G3P foi substituído por igual vo-
lume de ãgua. Depois que o espectrofotômetro foi zerado, a 
reação foi iniciada pela adição de G3P na segunda cubeta. O 
progresso da reação foi seguido a 340 nm e depois da reação 
ser completada calculou-se o aumento da D.O. entre as ab- 
sorbâncias inicial e final. A concentração de G3P foi cal-
culada de acordo com a seguinte equação:
D . 0 . i/in nm volume total do ensaio
G3PmM = ------------ n~~ ------------------------------
6,22 . volume da amostra
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2 A  De t e r m i n a ç ã o d a c o n c e n t r a ç ã o de n ad e n a d h
A concentração de NAD foi determinada espectrofoto- 
metricamente lendo-se diretamente a absorbância a 260nm. Pa-
ra cada determinação foram usadas peio menos duas alíquotas 
com diferentes concentrações do componente a ser testado. A 
concentração de NAD foi calculada usando-se um coeficiente 
de extinção molar de 17.600 M ^cm '̂ 173 de acordo com a se-
guinte equação:
D . 0. nrn ■ '• 17,6 . volume total 
NAD mH = ------------- 260_ n ü --------------------------------------------- ---
volume da amostra
A concentração de NADH foi determinada espectrofoto- 
metricamente pela medida da absorbância a 340 nm, do mesmo 
modo que para o NAD, usando-se um coeficiente de extinção 
molar de 6.220 M ^cm ^89.
2.5. Is o l a m e n t o e p u r i f i c a ç ã o da g pd h
A GPDH de músculo de Caiman sp foi isolada e purifi-
cada essencialmente como descrito por CORI et al.39. Todas 
as etapas do processo de isolamento e purificação foram rea-
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O réptil foi decapitado e os músculos rapidamente re-
tirados . Os pedaços "de músculo foram moídos com um moedor 
de carne elétrico e a atividade enzimãtica foi extraída por 
tratamento com dois volumes de KOH 0,03N, durante 15 minu-
tos, com agitação ocasional. O material foi filtrado atra-
vés de gaze; o pH da solução foi ajustado para 6,8 com NHi+OH 
e posteriormente centrifugado.
2.5.2. FRACI0NAMENT0 COM SULFATO DE AMONIO
A solução sobrenadante obtida anteriormente foi res-
friada em banho de gelo e sulfato de amõnio sólido foi acres-
centado lentamente, com agitação constante, até que uma sa-
turação de 52% foi alcançada. Após 60 minutos, o precipita-
do foi removido por centrifugação e desprezado. A solução 
sobrenadante foi tratada com sulfato de amónio até alcançar 
uma saturação de 72%. Após 60 minutos, o material foi cen-
trifugado e ao sobrenadante (pH 6,5) foi acrescentado NH^OH, 
gota a gota, até pH 8,3. Depois de aproximadamente 65 ho-
39
ras, a solução foi centrifugada e o precipitado obtido foi 
suspenso era EDTA 5mM pH 7,6, de modo que a concentração de 
proteína ficasse em torno de 20 mg/ml. A este material foi 
acrescentado dois volumes de uma solução saturada de sulfa-
to de amónio pH 8,4 contendo mercaptoetanol na concentração 
1 mM e deixado em repouso a 4°C na tentativa de cristaliza-
ção da enzima.
2.5.3. CRQMÂTOGRAFIA EM DEAE-SEPHADEX A-50
Não se conseguindo a cristalização da enzima com o 
procedimento acima, procurou-se obter uma maior purificação 
da mesma através de cromatografia em DEAE-Sephadex. A solu-
ção de enzima foi dialisada ovevnight em tampão Tris-HCl 
0,05M pH 8,0 contendo EDTA lmM e 2-mercaptoetanol .lmM e 
aplicada a uma coluna de DEAE-Sephadex A-50 (42cm x 2,5cm)
equilibrada em tampão Tris-HCl 0,05M pH 8,0, contendo EDTA 
lmM e 2-mercaptoetanol lmM. A enzima foi elulda com o mesmo 
tampão a um fluxo de 28 ml/hora. A GPDH de músculo de Cai- 
man sp não ê retida nesta coluna e foi elulda imediatamente 
após o volume morto. As frações ativas foram reunidase dia- 
lisadas por 72 horas contra uma solução saturada de sulfato 
de amónio pH 8,4, contendo 2-mex‘captoetanol lmM. O precipi-
tado obtido por centrifugação foi suspenso em EDTA 5 mM pH 
7,6, acrescentando-se a seguir, lentamente, dois volumes de
*♦0
uma solução de sulfato de amónio saturada, pH 8,4, contendo
2-mercaptoetanol lmM na tentativa de cristalização da enzi-
ma .
2 . 6 , Determinação da proteína
A proteína foi estimada pelo método de WARBURG & 
CHRISTIAN198 e também pelo método de LOWRY118, usando-se so-
ro albumina bovina como padrão.
A concentração da proteína-enzima foi medida espec-
tro fotometricamente , usando-se um coeficiente de extinção 
de 0,9 a 280 nm, determinado pelo peso seco da solução de 
proteína, como descrito por FERDINAND, em 196458. Para esta 
determinação, a GPDH foi dialisada overnight em tampão Tris- 
HC1 0,05M pH 8,0, contendo EDTA lmM e 2-mercaptoetanol lmM. 
A àbsorbância a 280 nm para diferentes alíquotas da enzima 
dialisada foi determinada. Alíquotas da enzima colocadas em 
cadinhos previamente aferidos, foram secas em estufa a 60°C, 
até que o peso não apresentasse mais variação. Em cada caso 
foi feita uma correção usando-se um branco que continha so-
mente tampão.
2.7. At i v i d a d e e n z i mÁt i c a
A atividade enzimãtica foi medida a 25°C, seguindo-
se a redução do NAD nos primeiros 15 segundos, a 340 nm, 
usando-se um espectrofotòmetro Varian Techtron modelo 635-D, 
acoplado a um registrador e termostato. 0 sistema de incu-
bação em um volume final de 1 ml continha tampão Tris-HCl 
0,05M, pH 8,0, contendo EDTA lmM e 2-mercaptoetanol lmM, ar- 
seniato de sõdio 50mM, NAD lmM, gliceraldeldo-3-fosfato lmM 
e 1 a 2 yg de proteína. A reação foi iniciada pela adição 
do substrato desde que o gliceraldeído-3-fosfato é instável 
em soluções aquosas, decompondo-se com o tempo **1» 4 7 .
2.3. Un i d a d e de e n z i m a
Uma unidade de enzima foi considerada como sendo a 
quantidade de enzima capaz de reduzir 1 ymol de NAD por mi-
nuto, a 25°C. A atividade específica foi expressa como uni-
dades de enzima por miligrama de proteína.
2.9. El e t r o f o r e s e
2.9.1. ELETROFORESE DE ZONA
Eletroforese de zona em fitas de poliacetato de ce-
lulose (Chemetron) , da GPDH purificada (100 yig) foi reali-
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zada: a- em tampão Tris-HCl 0,05M, pH 8,6; b- em tampão ace-
tato de amónio 0,025M, pH 5,8. Em ambos os casos a eletro- 
forese foi corrida a 250 volts, por 5 horas, a 4°C. A pro-
teína foi revelada com Coomassie Brilliant Blue (1,25 g do 
corante + 454 ml de etanol a 50% + 46 ml de ácido acético
glacial). O descolorante continha 475 ml de metanol + 475
ml de água + 50 ml de ácido acético91. As fitas foram con-
servadas em uma solução de ácido acético a 7%.
2.9.2. ELETROFORESE DE DISCO, EM GEL
A eletroforese em gel de poliacrilamida foi desen-
volvida em aparelho Ortec, modelo 4200, usando-se um siste-
ma para proteínas básicas descrito por KUCHLER110 sendo de 
2 0 pg a concentração de proteína da amostra. Foi também uti-
lizado o sistema descrito por DAVIS46, a pH 9,0 com géis na 
concentração de 8% de poliacrilamida.
Os géis foram polimerizados em cilindros de vidro
(0,5cm x 9,5cm), usando-se persulfato de amónio como cata-
lisador 1 1+4 . As bandas de proteína foram localizadas imer-
gindo o gel por aproximadamente 2 horas, a 25°C, numa solu-
ção de Coomassie Brilliant Blue 0,1% em ácido acético gla-
cial 7,5% (v/v) e álcool etílico 50% (v/v)194. A descolora-
ção foi feita com lavagens sucessivas numa solução de eta-
nol: H20: ácido acético glacial (25:65:8).
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2.9.3. ELETROFORESE EM GEL DE P O L IACRILAMIDA EM PRESENÇA DE 
SDS
A eletroforese era géis, na concentração de 10% de po- 
liacrilamida, contendo 0,1% de SDS foi realizada de acordo 
com o método descrito por WEBER & ORBORN201. Foram aplica-
das 10 pg da amostra; as bandas de proteína foram localiza-
das imergindo o gel por aproximadamente 2 horas numa solu-
ção contendo 475 ml de metanol a 50% (v/v) + 46 ml de ãcido
acético glacial + l,25g de Coomassie Br-ílliant Blue. A des-
coloração foi feita numa solução de 50 ml de metanol + 75
ml de ãcido acético glacial, para 1 litro de ãgua.
2,10, De t e r m i n a ç ã o do p es o m o l e c u l a r
2.10.1. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENÇA 
DE SDS
O peso molecular da GPDH de músculo de Caiman sp foi 
determinado de acordo com WEBER & ORBORN201. O peso molecu-
lar da subunidade da enzima foi estimado por comparação de 
sua mobilidade em gel, em relação à mobilidade da proteína 
marcadora Hemoglobin3 oross-linked considerando-se como 16.000,
32.000, 48.000 e 64.000, os pesos moleculares do monômero,
dímero, trímero e tetrâmero, respectivamente, de acordo com 
o boletim técnico n9 MWS da Sigma Chemical Co172.
2.10.2. FILTRAÇAO EM GEL-SEPHADEX G-150
O peso molecular aparente da GPDH, foi determinado 
por filtração em gel-sephadex G-150, em uma coluna de 2,6 cm 
x 37,5cm, equilibrada com tampão Tris-HCl, 0,05M, pH 8,0, 
contendo EDTA lmM; e 2-mercaptoetanol lmM. Este mesmo tampão 
foi usado como eluente. O volume morto da coluna foi deter-
minado com Blue dextran 2.000 (P.M 2 x 10^). Os padrões de 
proteína usados para a calibração da coluna foram: citocro- 
mo c (P.M. 12.500), albumina bovina (P.M. 67.000), aldolase 
(P.M. 158.000) e catalase (P.M. 240.000). Erações de 4,2 ml 
foram coletadas a um fluxo de 0,3 ml por minuto. As posi-
ções de eluição da aldolase185 e GPDH foram determinadas pe-
las suas atividades, enquanto que as posições de eluição do 
Blue dextran, albumina bovina, citocromo c e catalase foram 
determinadas medindo-se as absorbâncias a 625nm, 280nm, 412nm 
e 405nm, respectivamente, de acordo com ANDREWS10. O peso 
molecular aparente da GPDH foi estimado por interpolação de 
acordo com o método de ANDREWS10.
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2.11. Po n t o  i s o e l é t r i c o  d a  g p d h
A determinação do ponto isoelétrico foi realizada a 
4°C em um aparelho de focalização isoelêtrica LKB 8.100. 
Aproximadamente 6 mg de proteína foram aplicados à coluna e 
focalizados na faixa de pH de 5 a 11, de acordo com VESTER-
BERG195. O sistema foi montado segundo o manual de LKB; n9 
8.10029. A solução de enzima foi eletrofocalizada por 60 ho-
ras a 660 volts e o pH das frações foi medido utilizando-se 
um potenciômetro Metrohm pH Meter E 520 equipado com microe- 
letrodo Metrohm EA 147.
2.12, De t e r m i n a ç ã o d a c o m p o s i ç ã o de a m i n o Ác i d o s
Para a determinação da composição de aminoácidos da 
GPDH purificada, a enzima (6mg/ml) foi hidrolisada com HC1 
6N mais 5% (v/v) de fenol 10% em água, à vácuo por 72 horas
a 110°C, segundo o procedimento de STEWART & YOUNG182. A 
análise dos aminoácidos foi feita com um analisador automá-
tico de aminoácidos.
2.13. P r e p a r a ç ã o  d a  a p o e n z i m a
O NAD ligado à proteína-enzima foi removido pelo mé-
todo descrito por FUJITA et al.61*. A enzima em solução de 
sulfato de amónio foi dialisada overnight em tampão Tris- 
HC1 0,05M, pH 8,0 contendo EDTA lmM e 2-mercaptoetanol lmM. 
1 ml da enzima dialisada (aproximadamente 6 mg) foi mistu-
rado com 100 mg de carvão ativo. A mistura foi agitada por 
60 minutos em banho de gelo e a seguir passada através de 
um filtro Millipove e o filtrado foi usado como apoenzima.
2.14, In ATIVAÇÃO DA GPDH POR ATP, A 0°C
As condições descritas por CONSTANTINIDES & DEAL35 
foram usadas para estudar o efeito do ATP na atividade da 
GPDH de músculo de réptil. Alíquotas da suspensão de sulfa-
to de amõnio, contendo a enzima, foram centrifugadas a 12.000 
x g por 30 minutos e o precipitado foi suspenso em 1 ml do 
solvente de dissociação. O solvente de dissociação era com-
posto de tampão Imidazol - HC1 0,1M, pH 7,0, contendo 2- 
mercaptoetanol 100mM e ATP nas quantidades indicadas. A in-
cubação foi feita a 0°C no tempo indicado e a medida da ati-
vidade foi feita à temperatura ambiente.
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2.15. INATIVAÇÃO DA GPDH POR NADH E G3P
A solução de enzima foi dialisada ovevnight em tam-
pão Tris-HCl 0,05M, pH 8,0. Holo ou ApoGPDH, na concentra-
ção 10]iM foi inativada a 37°C, em presença de NADH (0,05mM 
ou 0,5mM) ou gliceraldeído-3-fosfato (0,5mM). NAD, nas con-
centrações 0,05mM ou 0,5mM e 2-mercaptoetanol lmM, quando 
era o caso, foram adicionados à mistura de incubação, para 
verificação de seu efeito protetor em relação â inativação 
pelo substrato. A intervalos de tempo, alíquotas da mistura 
de incubação foram retiradas e a atividade enzimãtica foi 
testada.
2.16. Ef e i t o da u r é i a na i n a t i v a ç ã o d a gpd h de m ú s c u l o de
CAI MAN SP
A GPDH de músculo de Calman sp foi centrifugada e o 
precipitado foi suspenso em tampão Imidazol-HCl 0,05M, pH
7,0, contendo EDTA 5mM e 2-mercaptoetanol lmM. A solução de 
enzima foi diluída 10 vezes em tampão Imidazol-HCl o,05M, 
pH 7,0, contendo EDTA 5mM e 2-mercaptoetanol lmM e uréia em 
concentrações variáveis.
A reassociação da enzima foi feita diluindo-se a mis-
tura uréia-enzima cem vezes no tampão acima citado, porém
hl
sem uréia, e incubando-se por 60 minutos à temperatura am-
biente.
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2,17, T i t u l a ç ã o  d o s  g r u p o s - s h  c o m  N b s 2
A titulação dos grupos-SH com ácido 5,5' ditiobis(2- 
nitrobenzõico) foi realizada de acordo com o método descri-
to por ELLMAN56. O Nbs2 reage especificamente, a pH 8,0, com 
compostos tiélicos alifãticos dando um mol de íon tionitro 
benzoato (TNB ) por mol de tiol, de acordo com a reação se-
guinte :
NbS2 T N 3 ”
Desde que Nbs2 absorve a 330 nm e o produto, alta-
mente colorido, TNB apresenta um máximo de absorção a 412 
nm (E^ = 13.600 M ^cm ^), ele pode ser usado para medir a
*»9
concentração do tiol.
2.17.1. DOSAGEM DOS GRUPOS-SH RftPIDOS
Para a dosagem dos grupos-SH rápidos, a enzima na 
concentração de 0,6 a 0,8 mg/ml dialisada ovevnight em tam-
pão Tris-HCl 0,05M, pH 8,0, contendo EDTA ImM foi incubada
com excesso de Nbs2 (aproximadamente 0,4 mM) em cubetas de
1 ml, â temperatura ambiente. A absorbância a 412 nm da
reação de burst foi anotada.
2.17.2. DOSAGEM DOS GRÜP0S-SH TOTAIS
Para a dosagem dos grupos-SH totais, a . quantidade 
apropriada da enzima (0,2 a 0,4 mg/ml) foi incubada por 1 
minuto, ã temperatura ambiente, em um sistema de incubação 
contendo EDTA IraM e urêia 8M em tampão Tris-HCl 0,05M, pH
8,0. A reação foi iniciada pela adição de Nbs2 (aproximada-
mente 0,4raM). A absorbância de um branco contendo tampão, 
Nbs2 e ureia foi continuamente substraída da absorbância da 
cubeta contendo a mistura de reação.
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3. Resultados
3.1. Pu r i f i c a ç ã o d a g pd h de m ú s c u l o de caiman sp
A GPDH de músculo de réptil foi purificada através 
de precipitação fracionada com sulfato de amónio, segundo o 
método descrito por CORI et al.39. Utilizando-se este méto-
do, purificou-se a enzima cerca de 57 vezes, com um rendi-
mento de cerca de 16%. Uma atividade específica de 80 foi 
obtida para a enzima purificada sob as condições de ensaio. 
Tentativas para aumentar o grau de purificação através de 
cromatografia em DEAE-Sephadex, filtração em gel sephadex 
G-150, não aumentou significativamente a atividade especí-
fica .
A GPDH foi obtida como um precipitado amorfo em sul-
fato de amónio. Embora ela não tenha sido cristalizada, a 
preparação obtida era pura e homogênea como indicado por 
eletroforese (Figs. 1 e 2) . A GPDH purificada era estãve^l 
por aproximadamente um ano quando conservada na solução de 
sulfato de amónio, como descrito em Materiais e Métodos.
3.2. Ho m o g e n e i d a d e
Na eletroforese em celogel, tanto em pH 5,8 como em 
pH 8,6, obteve-se uma banda única, espessa, porém com limi-
tes definidos, migrando para o pólo negativo, demonstran-
do ser a GPDH de músculo de réptil uma proteína básica (Fi-
gura não mostrada)„
A homogeneidade da preparação enzimática foi também 
testada por eletroforese em gel de poliacrilamida para pro-
teínas básicas110, dando como resultado uma única banda 
(Fig. 1). 0 método convencional descrito por ORNSTEIN143 e 
DAVIS1*6 para eletroforese em gel de poliacrilamida, não deu 
bons resultados para a GPDH de Caiman sp (provavelmente de-
vido a seu alto ponto isoelêtrico). Neste caso obtivemos uma 
banda única, porém muito larga, que migrava muito pouco em 
tampão borato, pH 9,0 (Fig. não mostrada).
3.3. Pr o p r i e d a d e s ó t i c a s e c o n t e ú d o de nad
Os dados espectrais da Holo e Apoenzima são mostra-
dos na tabela I. A holoGODH purificada apresenta um valor 
máximo de absorção a 278 nm (Fig. 3) e a apoenzima apresen-
ta um máximo a 280 nm (Fig. 4). A razão A280 :A260 ® 
para a holoenzima e de 2,1 para a apoenzima indicando um
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conteúdo de 3,0 moles de NAD/mol de enzima e zero moles de 
NAD, respectivamente.
3.4. D e t e r m i n a ç ã o  d o  p e s o  m o l e c u l a r
O peso molecular da enzima foi estimado por eletro- 
forese em gel de poliacrilamida, em presença de SDS e fil-
tração em gel sephadex G-150.
A eletroforese em gel de poliacrilamida em presença 
de SDS resultou em uma única banda (Fig. 2) correspondendo 
a um peso molecular de aproximadamente 36.000, para a sub- 
unidade, usando-se Hemogtobi.n3 oross-linked como marcador 
(Fig. 5). A partir dos resultados de filtração em gel, em-
pregando-se sephadex G-150 (Fig. 6), o peso molecular apa-
rente da enzima foi estimado em 140.000 daltons, sugerindo 
que a GPDH de Caiman sp, como a maioria das GPDH estudadas, 
tem estrutura tetramêrica.
3.5. Po n t o  i s o e l ê t r i c o
O experimento de focalização isoelêtrica foi reali-
zado como descrito por VESTERBERG195. Os resultados mostra-
dos na fig. 7, indicam que o ponto isoelétrico da GPDH de 
Cai-man sp é de 8,9.
3.6. Co m p o s i ç ã o  d e  a m i n o Á c i d o s
A composição de aminoãcidos da GPDH de músculo de 
Caiman sp ë mostrada na tabela II onde ela é comparada com 
a composição de aminoãcidos de vários outros organismos.
O método de hidrólise utilizado não permite distin-
guir quantitativamente o ãcido aspãrtico da asparagina e o 
ácido glutâmico da glutamina, pois as amidas se transformam 
nos ácidos correspondentes durante a hidrólise ácida. Não
foi possível quantificar a histidina e a arginina pois os
picos de eluição destes aminoãcidos foram encobertos pelo 
pico da amónia que aparece como contaminante. Tarabêm não foi 
possível quantificar a prolina e metionina, porque estes 
aminoãcidos aparecem em baixas quantidades e a concentração 
de proteína na amostra testada foi insuficiente. O tripto- 
fano não pode ser analisado devido ao método de hidrólise 
utilizado.
3.7. E f e i t o  d o  p H s o b r e  a  a t i v i d a d e  e n z i m Á t i c a
A atividade da GPDH em função do pH é mostrada na
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fig. 8. Usando-se um sistema com tampão Tris-HCl, o pH óti-
mo da enzima foi de 8,0.
3,8, Efeito do arseniato sobre a atividade e n z i m Á t i c a
A ativação da GPDH por arseniato foi estudada nas 
condições de ensaio, em que diferentes concentrações de ar-
seniato foram usadas (nestas condições o pH do meio não so-
freu variação). Como demonstrado na fig. 9, a concentração 
õtima de arseniato ê de 50mM.
3,9, Efeito da concentração de gl i ce raldf. í do - 3- fo s fato . de-
terminação da constante de m i c h a e l i s -m e n t e n
O efeito da concentração de G3P sobre a velocidade 
da reação ê mostrado na fig. 10. O valor da constânte de 
Michaelis-Menten (Km) para o G3P, calculado segundo o méto-
do de LINEWEAVER-BURK116 foi de 70pM, em pH 8,0 e a 25°C.
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3.10. E f e i t o  d a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  n a d + , d e t e r m i n a ç ã o  d a  c o n s -
t a n t e  DE MICHAELIS-MENTEN
O efeito da concentração de NAD+ sobre a velocidade 
da reação é apresentado na fig. 11. O valor da constante de 
Michaelís-Menten, para o NAD+ , calculado segundo o método 
de LINEWEAVER-BURK116 foi de 15jiM, em pH 8,0, a 25°C.
3.11. E f e i t o  i n i b i t ó r i o  d o  p r o d u t o  d a  r e a ç ã o , n a d h , s o b r e  a  
ATIVIDADE ENZIMÃTICA
A fig. 12 mostra o efeito inibitório do NADH, com re-
lação ao NAD+ , em presença de G3P em concentração saturan-
te. A inibição foi demonstrada ser o tipo competitivo e o 
valor da constante de inibição (Ki), calculado da intersec-
ção com o eixo das abcissas foi de 38yM, a pH 8,0 e a 25°C.
3.12. E f e i t o  d e  í o n s  m e t á l i c o s  d i v a l e n t e s  s o b r e  a a t i v i d a d e  
DA GPDH DE MÚSCULO DE CAIMAN SP
O efeito de vários íons metálicos (na concentração 
lmM) sobre a atividade da enzima foi estudado. A enzima foi
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pré-incubada, a 25°C, por 10 minutos, em presença do res-
pectivo íon metálico e na ausência de G3P. Os resultados são
 |_ +*+•
mostrados na tabela III. Observou-se que os íons Ca , Mg 
H—h ~
e Mn nao afetam significativamente a atividade da GPDH.
++ ++ ++
Os íons Zn , Hg e Cu inibem totalmente a atividade en-
zimática. A inibição por íons cúprico e mercúrio sugerem a
presença de grupos sulfidrílicos no sítio ativo da enzima,
mas a inibição por íons Zn++ não foi esclarecida.
3.13. E f e i t o  d e  r e a g e n t e s  s u l f i d r í l i c o s  n a  a t i v i d a d e  d a  g p d h
DE MÚSCULO DE CAIMAN SP
O efeito de reagentes sulfidrílicos foi estudado no 
sistema de ensaio, na ausência de 2-mercaptoetanol. A enzi-
ma foi dialisada overn-ight em tampão Tris-HCl 0,05M, pH 8,0, 
contendo EDTA lmM. A enzima dialisada foi previamente incu-
bada, por 10 minutos, a 25°C, na presença dos mercuriais em 
tampão Tris-HCl 0,05M, pH 8,0 contendo EDTA na concentração 
lmM. Os resultados do efeito destes mercuriais sobre a ati-
vidade da GPDH, bem como o efeito de 2-mercaptoetanol na re-
versão desta inibição são mostrados na tabela IV. Observa-
mos que todos os mercuriais testados inibem a atividade da 
GPDH. Dentre eles, o inibidor mais potente ê o p-hidroxi- 
mercuribenzoato, inibindo 100% a atividade enzimática. Esta 
inibição, no entanto, ê totalmente revertida pela adição
subsequente de um excesso de 2-mercaptoetanol. Iodoacetami- 
da inibe cerca de 67,5% da atividade enzimática, não sendo 
esta inibição revertida por 2-mercaptoetanol. Isto é espe-
rado uma vez que o mecanismo de inibição por iodoacetamida 
ê diferente dos anteriores, ligando-se o reagente, covalen- 
temente aos grupos-SH da enzima e portanto não sendo deslo-
cado pelo agente redutor.
3.14. In a t i v a ç ã o  d a  g p d h  d e  m ú s c u l o  d e  caiman sp p o r  a t p , a  
o°c.
A inativação da GPDH de músculo de réptil, em pre-
sença de ATP, a 0°C, em função da concentração de proteína 
é mostrada na fig. 13. Podemos observar que a GPDH ê inati- 
vada nestas condições e que quanto menor a concentração de 
proteína, maior o efeito do ATP na inativação. A incubação 
da enzima, numa concentração de 90 yg/ml, com ATP 10 mM re-
sultou numa inativação de cerca de 80%, quando a incubação 
foi por uma hora e 90% quando a enzima foi incubada por 22 
horas.
A inativação da GPDH por ATP a 0°C, pode ser par-
cialmente revertida por incubação da enzima inativada, à 
temperatura ambiente. Nestas condições a amostra citada aci-
ma, que se encontrava 90% inativada, recuperou 63% da ati-
vidade enzimática original, quando incubada por 30 minutos,
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à temperatura ambiente. Por outro lado, uma amostra (0,45 
mg/ml) 60% inativada, por incubação com ATP 10 mM por uma 
hora, recuperou aproximadamente 90% da atividade original, 
nas mesmas condições.
3.15. In i b i ç ã o  d a  g p d h  d e  m ú s c u l o .d e  caiman sp p o r  3'-5'a m pc,
5'AMP, ADP E ATP
Como mostrado na fig. 14, os nucleotídeos de adenina
inibem a atividade da GPDH, sendo 3'-5'-AMP , o inibidorc
mais eficaz, seguido por 5'-AMP, ADP e ATP, respectivamen-
te. O 3'-5'-AMPc produz cerca de 15% de inibição da ativi-
dade enzimática na concentração lmM e aproximadamente 50%, 
na concentração 10 mM.
A fig. 15 mostra o efeito inibitório dos nucleotí-
deos de adenina com relação ao NAD, em presença de G3P em 
concentração saturante. A inibição foi demonstrada ser do 
tipo competitivo com relação ao NAD e os valores da cons-
tante de inibição (Ki) calculados da intersecção com o eixo 
das abcissas foram de 0,5mM, l,3mM, l,5mM e 6,lmM para 3'- 
5'-AMPc, 5'-AMP, ADP e ATP, respectivamente.
3.16. T i t u l a ç ã o  d o s  g r u p o s - s h
Os resultados obtidos pela titulação dos grupos-SH
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da enzima, pelo método de ELLMAN56, indicam que há 13,8 gru- 
pos-SH por mol de enzima. Dentre eles, aproximadamente 4 grupos 
reagem rapidamente, correspondendo provavelmente aos grupos 
sulfidrílicos que fazem parte do sitio ativo da enzima, o 
restante deles reagem lentamente com Nbs2 e são titulados 
em presença de uréia (8M).
3.17. E s t a b i l i d a d e  d a  g p d h  d e  m ú s c u l o  d e  caiman sp
Holo e apo GPDH dialisadas em tampão Tris-HCl o,05M, 
pH 8,0 contendo EDTA lmM e 2-mercaptoetanol lmM, foram man-
tidas em geladeira, a aproximadamente 4°C. Observou-se que, 
nestas condições, a enzima é bastante estável, porém ten-
dendo com o tempo, a flocular e precipitar. A apoenzima de 
músculo de Caiman sp apresenta como particularidade uma gran-
de estabilidade, sendo quase tão estável quanto sua respec-
tiva holoenzima. Após 2 meses a holoenzima retém ainda 98% 
da atividade inicial e a apoenzima 90%.
3.18. E f e i t o  d e  2- m e r c a p t o e t a n o l  e d i t i o e r i t r i t o l  n a  a t i v i -
d a d e  DA GPDH DE MÚSCULO DE CAIMAN SP
A GPDH de músculo de Caiman sp ê ativada quando in-
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cubada em presença de 2-mercaptoetanol e ditioeritritol em 
concentrações baixas. A fig. 16 mostra o efeito de ativação 
dos grupos sulfidrílicos, como uma função da concentração 
de 2-mercaptoetanol e ditioeritritol na mistura de incuba-
ção. A enzima foi dialisada em tampão Tris-HCl 0,05M, pH
8,0, contendo EDTA na concentração lmM. Ã mistura de incu-
bação foram acrescentadas quantidades variáveis do agente 
redutor e a atividade enzimãtica foi medida imediatamente 
após a adição. Pela figura podemos constatar que 2-mercap-
toetanol e ditioeritritol ativam a GPDH de réptil e que em 
ambos os casos na concentração de lOmM a enzima mostrou uma 
atividade máxima. Se a concentração do agente redutor for 
aumentada acima deste valor, a ativação diminui, e no caso 
de 2-mercaptoetanol, na concentração de lOOmM, nenhum efei-
to de ativação pode ser observado.
3,19, IMATIVAÇÃO DA ENZIMA POR NADH A 37°C
3.19.1 . H0L0ENZIMA
A estabilidade da GPDH frente à incubação a 37°C e a 
inativação da holoenzima por NADH ê mostrada na tabela V. 
Também ê mostrada a influência de EDTA nesta inativação. 
Analisando-se os dados da tabela, observa-se que a holoen-
zima (10 yM) sofre inativação expontânea quando incubada a
37°C. Aproximadamente 30% de inativação é observado quando 
a enzima é incubada por 20 horas, a 37°C. A presença de EDTA 
(lmM) parece proteger muito pouco a enzima, nestas condi-
ções. Quando a enzima foi incubada na presença de NADH 
0,5mM, observou-se uma inativação da ordem de 98%, na au-
sência de EDTA lmM, e de 88% na presença deste composto. De-
monstrou-se também que NAD 0,5mM não tem qualquer efeito 
protetor em relação à inativação por NADH, mas 2-marcaptoe- 
tanol protege a enzima.
A fig. 17 mostra o efeito de inativação por NADH, so-
bre a atividade da holoGPDH, em função do tempo. Podemos no-
tar que após 5 horas de incubação em presença de NADH, na 
concentração 0,05mM, a enzima apresenta uma inativação da 
ordem de 40%, entretanto, se a concentração de NADH for de 
0,5mM a enzima apresenta uma inativação de 80%. NAD, nas 
concentrações testadas não demonstrou ter qualquer efeito 
protetor em relação â inativação da enzima por NADH, porém 
2-mercaptoetanol, na concentração lmM, protege a enzima.
3.19.2. AP0ENZIMA
A fig. 18 mostra o efeito de inativação por NADH, so-
bre a atividade de apoGPDH de músculo de Caiman sp, em fun-
ção do tempo. Observamos que a apoenzima também ê inativada 
quando incubada em presença de NADH, a 37°C. Analisando-se
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as figs. 17 e 18, concluímos que aparentemente a holo e apo- 
GPDH comportam-se de maneira semelhante em relação à inati- 
vação por NADH, a 37°C. Após uma hora de incubação tem-se 
aproximadamente 27% de inativação e após 5 horas, 80% de 
inativação, tanto para a holoenzima como para a apoenzima. 
Observamos que a enzima inativada por NADH, após 5 horas de 
incubação, tem aproximadamente 60% dos grupos-SH em relação 
ao controle, também incubado por 5 horas a 37°C, na ausên-
cia de NADH.
3,20. In a t i v a ç ã o  d a  g l i c e r a l d e í d o -3- f o s f a t o  d e s i d r o g e n a s e
POR G3P, A 37°C
3.20.1. HOLOENZIMA
A holoenzima de músculo de Caiman sp ê inativada quan-
do incubada a 37°C, em presença de gliceraldeído-3-fosfato 
(0,5mM) (Fig. 19). Podemos observar que a inativação por G3P 
não é tão eficaz quanto â inativação por NADH. A presença 
de NAD não tem qualquer efeito protetor em relação a esta 
inativação, porém 2-mercaptoetanol (lmM) parece proteger a 
enzima, também no caso da inativação por gliceraldeído-3- 
fosfato.
3.20.2. APOENZIMA
A fig. 20 nos mostra que a apoenzima também ê inati- • 
vada quando incubada a 37°C, em presença de G3P (0,5mM). fí 
bastante interessante o fato que a apoenzima de músculo de 
réptil aparentemente ê mais estável que a holoenzima, em re-
lação à inativação por gliceraldeído-3-fosfato (0,5mM). Após 
5 horas de incubação obteve-se aproximadamente 60% de ina-
tivação para a holoenzima e 40% de inativação para a apoen-
zima, em presença de gliceraldeIdo-3-fosfato, na concentra-
ção 0,5mM.
3.21, E f e i t o  d a  u r é i a  m a  i n a t i v a ç ã o  d a  g p d h  d e  m ú s c u l o  d e
CAIMAN SP
Este estudo foi realizado para se saber se a enzima 
de réptil sofre reassociação expontânea para sua forma ati-
va, depois de inativada por uréia, de maneira similar às 
outras enzimas estudadas.
Analisando-se a fig. 21, podemos observar que prati-
camente toda a atividade enzimãtica ê perdida em concentra-
ções de uréia superiores a 4M. Quando a enzima inativada é 
diluída cem vezes, para reduzir a concentração de uréia a 
valores mínimos, e incubada à temperatura ambiente, ela não 
recupera quantidades apreciáveis de sua atividade original,
mesmo tratando-se da holoenzima, isto é, apresentando o coen- 
zima ligado.
3.22. E s t u d o  d a  l i g a ç ã o  d o  c o e n z i m a  à  a p o g p d h  d e  caiman sp.
TITULAÇÃO PELA BANDA DE RACKER
ApoGPDH de Caiman sp foi preparada como descrito em 
Materiais e Métodos. Ã cubeta de 1 ml contendo apoenzima na 
concentração 9,6 yM, suspensa em tampão Tris-HCl 0,05mM, pH
8,0, contendo EDTA 1 mM, foram acrescentadas quantidades cres-
centes de NAD+ e a absorbância relativa ao complexo NAD+- 
enzima (Banda de Racker) foi medida a 360 nm como função do 
NAD+ acrescentado (Fig. 22).
Analisando-se a fig. 22 observamos que o ponto de in-
tersecção na titulação com a enzima de réptil foi encontra-
do em 4 moles de NAD+/mol de enzima.
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TABELA I - Dados espectrais.








A280 : A 260 2,1 1,2
Os valores de Xmax. foram retirados das f igs. 3 e .4. 
O coeficiente de extinção da apo e holoGPDH foi calculado 
segundo a técnica descrita em Materiais e Métodos.
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TABELA II - Composição de aminoãcidos da GPDH de músculo de 
Caiman sp e comparação com enzimas isoladas de 
outras fontes.











mol/mol de monômero 
31 26 26 28 26 19
Hi st i di na — 11 6 5 8 8
Argi ni na — 10 10 9 11 17
Ac. Aspártico 37 38 Al 32 37 31
Treonina 22 22 19 20 23 23
Ser i na 22 19 19 25 2A 12
Ac. Glutâmico 23 18 22 2A 22 26
Proli na 12 1A 12 13 6
G1 i c i na 3*» 32 32 30 19 37
Al ani na 32 32 32 32 33 39
C i stefna A A A 5 2 1
Vaiina 22 3A 32 38 36 30
Metionina — 9 8 10 6 5
1 soleuci na 21 21 17 18 19 18
Leuci na 17 18 21 18 22 33
Ti rosina 9 9 11 9 10 9
Fenilalani na 12 lA 13 15 10 7
Para a determinação de composição de aminoãcidos, a 
GPDH de Caiman sp purificada foi hidrolisada com HCl 6 N 
mais 5% (v/v) de fenol 10% em agua, à vácuo por 72 horas a 
110°C.
TABELA III - Efeito de íons metálicos divalentes sobre a
atividade da GPDH de músculo de Caiman sp.
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S a l  
(1 mM)
A t i v i d a d e  r e l a t i v a  
%
n enhum 100,0
CaC  1 2 109,0
MnC 1 £ 96,5
MgC 1 2 9^,0
C u C l 2 0
HgC 1 2 0
Z n C l 2 0
A enzima foi prê-incubada em presença do ion metáli-
co, por 10 minutos, a 25°C, na ausência de G3P e a seguir a 
atividade enzimãtica foi determinada em um sistema de incu-
bação contendo em 1 ml: tampão Tris-HCl0,05M pH 8,0, contendo EDTA
”1“ImM e 2-mercaptoetanol lmM, arseniato de sodio 50 mM, NAD 
ImM, G3P lmM e 1 a 2 yg de proteína.
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TABELA IV - Efeito de reagentes sulfidrílicos na atividade 





Atividade relativa em 
presença de 2-mercap-
toetanol (5 mM)*5 - %
nenhum 100,0 100,0
2 " C 1oro-4-aminobenzoato 60, A 1 00 ,0
iodoacetamída 32,5 32,5
ácido ortoiodoso benzóico 25,5 100,0
ácido p-cloromercuribenzóico 12,7 100,0
p-hi droxi-mercur ibenzoato 0 100,0
a - A enzima foi incubada por 10 minutos a 25°C em 
presença dos reagentes em tampão Tris-HCl, 0,05 M pH 8,0, 
contendo EDTA lmM. A atividade remanescente foi determinada 
como descrito na tabela III.
b - A mistura de incubação foi a mesma que em a, po-
rém 2-mercaptoetanol na concentração 5 mM foi adicionado 
imediatamente antes do ensaio da atividade enzimãtica.
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TABELA V - Estabilidade da GPDH de músculo de Caiman sp a 
37°C e efeito de EDTA na inativação da enzima 
por NADH.
Adição












Nenhuma 75 25 70 30
0 ,5m M  NADH 1 2 88 2 9 8
0,5mM NADH + 0,5mM NAD 17 8 3 2 , 3 9 7 , 7
0,5mM NADH + lmM 2 -m ercaptoe tano l 70 30 66 3A
a - 0,01 ymol da enzima purificada (dialisada em tam-
pão Tris-HCl 0j,05M, pH 8,0, contendo EDTA lmM) foi incubado por 
20 horas a 37°C em um sistema contendo tampão Tris~KCl 0,05M, 
pH 8,0 contendo EDTA lmM, e em presença dos compostos cita-
dos acima.
b - 0,01 ymol da enzima purificada (dialisada em tam-
pão Tris-HCl 0,05M, pH 8,0)foi incubado por 20 horas a 37°C 
em um sistema contendo tampão Tris--HCl 0,05M, pH 8,0 em pre-
sença dos compostos citados acima.
* - a atividade inicial foi considerada em relação ao 
tempo zero de incubação.
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Fig. 1: Elctroforcse de disco em gel da gliceral- 
deído-3-fosfato desidrogenase de músculo 
de Caiman ap.
A cletroforese em gel de poliacrilamida foi desen-
volvida em aparelho OrLee, raod. 4200, usando-se um sistema 
para proteínas básicas descrito por KUCHLER110, em géis de 
poliacrilamida na concentração de 7,5%, sendo de 20 ug a 
concentração da amostra.
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Fig. 2: Eletroforcse era gel de po1iacrilamida cm 
presença de SDS da g1 icera1 deído-3-fosfa- 
to dcsidrogcnase de musculo de Caiman sp.
A eletroforese em gel, na concentração de 10% de po- 
liacrilamida, contendo 0,1% de SDS foi realizada de acordo 
com o método descrito por WEBER & OSBORN192 sendo aplicadas 
amostras contendo 10 pg de proteína, a - GPDH de músculo de 
Caiman sp. b - proteína marcadora: Hemoglobin, cross-linked 
considerando-se como 16.000, 32.000, 48.000 e 64.000 os pe-











Fig. 3: Espectro de absorção ultravioleta da gli- 
ceralde Ido-3-fosfato desidrogenase de mús-











Fig. 4: Espectro de absorção ultravioleta da gli-
ceralde!do-3-fosfato desidrogenase de mús-
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Fig. 5: Determinação do peso molecular da subuni- 
dade da GPDH de musculo de Caiman sp por 
eletroforese em gel de poliacrilamida em 
presença de SDS.
Amostras de 10 pg da enzima foram aplicadas a gêis 
a 10% de poliacrilamida, na presença de 0,1% de SDS. Depois 
das proteínas serem submetidas à eletroforese por 5,30 h, com 
uma voltagem de 8mA/gel, foram coradas com Brilliant 
Coomassie Blue. A proteína usada como padrão para peso mo-



















Fig. 6: Peso molecular aparente da GPDH de múscu-
lo de Caiman sp por filtraçao em gel Se— 
phadex G-15Q.
Uma coluna de gel Sephadex G-150 (2,6 x 37 cm) foi 
equilibrada e eluída como descrito em Materiais e Métodos. 
O volume morto (57 ml) foi determinado com Blue dextran 
(PM = 2.000.000). A amostra aplicada continha 3 mg de pro-
teína. As proteínas de peso molecular padrão eram: citocro— 
mo c (PM = 12.500); soro albumina bovina (PM = 67.000); al— 











Fig. 7: Ponto isoelêtrico da GPDH de músculo de
Caiman sp.
O experimento de focalização isoelêtrica foi reali-
zado em uma coluna de eletrofocalização LKB 8.100. A enzi-
ma foi eletrofocalizada por 60 horas. Um potencial de 650
volts foi usado e a temperatura foi mantida à 4°C.











Fig. 8: Efeito do pH na atividade da GPDH de mús-
culo de Caiman sp.
Os tampões empregados na concentração 47mM, foram: 
Tris/maleato (pH 6,1-7,3), Tris-HCl (pH 7,5-8,5) glicina/ 















Fig. 9: Ativaçao da GPDH de músculo de Cwiman sp 
por ars eniato.
A mistura de incubação continha, em um volume final 
de lml: 2 yg de enzima, Tampão Tris-HCl 0,05M pH 8,0, con-
tendo EDTA lmM e 2-mercaptoetanol lmM.̂  NAD lmM, G3P lmM e 
quantidades variáveis de arseniato de sõdio.
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Fig. 10: Efeito da concentração de gliceraldeído-
3-fosfato sobre a atividade da GPDH de
músculo de Caiman sp. Determinação da
constante de Michaelis-Menten.
A mistura de incubação continha os seguintes compo-
nentes, em um volume final de 1 ml: 1,0 yg de proteína, tam-
pão Tris-HCl 0,05 M, pH 8,0, contendo EDTA 1 mM e 2-mercap- 
toetanol 1 mM, 50 mM de arseniato de sôdio, 1 mM de NAD e 
quantidades variáveis de G3P.
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Fig. 11: Efeito da concentração do NAD sobre a 
atividade da GPDH de músculo de Caiman 
sp. Determinação da constante de Mi- 
chaelis-Menten.
A mistura de incubação continha os seguintes compo-
nentes, em um volume final de 1 ml: 1,0 yg de proteína, tam-
pão Tris-HCl 0,05M, pH 8,0, contendo EDTA, 1 mM e 2-mercap- 
toetanol lmM, 50mM de arseniato de sódio, gliceraldeldo-3- 
fosfato lmM e quantidades variáveis de NAD.
81
1/  [ N A D ] ,  IO*3 , M*1
Fig: 12: Plot segundo L inexjeaver-Burk da inibição 
da gliceraldeIdo-3-fosfato desidrogenase 
de Caiman sp por NADH, a pH 8,0 e a 25°C.
A mistura de incubação continha em um volumè final de 
1 ml: 1,0 pg de proteína, tampão Tris-HCl 0,05 M pH 8,0 con-
tendo EDTA lmM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P lmM, arseniato 
de sódio 50mM, quantidades variáveis de NAD e zero (®), 100 
pM (o) ou 200 pM (A) de NADH.
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CONCENTRAÇÃO PROTEÍNA (mg/ml)
Fig. 13: Inativação da GPDH de músculo de Ca-íman
sp por ATP a 0°C.
Alíquotas da enzima forarn incubadas por uma hora a 
0°C em tampão Imidazol-HCl 0,1 M contendo 2-mercaptoetanol 
0,1M (pH 7,0), contendo ATP na concentração 1 (®) ou 10 
(o)mM. As medidas da atividade foram realizadas com o sis-
tema padrão, à temperatura ambiente.
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Fig. 14: Efeito de ATP (o), ADP (A), 5 ’-AMP (•) e 
3'-5'-AMP cíclico (o) sobre a atividade 
da GPDH de músculo de Caiman sp.
A mistura de incubação continha os seguintes compo-
nentes, em um volume final de 1 ml: 1,0 yg de enzima, tam-
pão Tris-HCl 0,05M,pH 8,0, contendo EDTA lmM e 2-mercaptoe- 
tanol lmM, G3P lmM, arseniato de sódio 50mM, NAD lmM e
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Fig. 15: Plots segundo Lineweaver-Burk da inibição 
da GPDH de musculo de Caiman sp por ATP 
(A), ADP (B), 5 ’-AMP (C) e 3'-5'-AMP cx- 
cl ico (D) . <=
A mistura de incubação continha os seguintes compo-
nentes em um volume final de 1 ml: 1,0 pg de proteína, tam-
pão Tris-HCl 0,05 M, pH 8,0 contendo EDTA lmM e 2-mercap- 
toetanol lmM, G3P lmM, arseniato de sódio 50mM, quantidades 
variáveis de NAD e os nucleotídeos de adenina nas concen-















Fig. 16: Efeito de 2-mercaptoetano1 e ditioeri- 
tritol na atividade da GPDH de músculo 
de Caiman sp.
0 sistema de incubação continha em um volume final 
de 1 ml: 1 yg de enzima dialisada, tampão Tris-HCl 0,05 M, 
pH 8,0 contendo EDTA lmM, NAD lmM, G3P lmM, arseniato de 
sódio 50 mM e ditioeritritol (•) ou 2-mercaptoetanol (o) nas 
concentrações indicadas. A medida da atividade foi feita 
















Fig. 17: Inativaçao da holoGPDH de musculo de
Caiman sp por NADH.
A solução de enzima foi dialisada em tampão Tris-HCl 
0,05M pH 8,0. A enzima na concentração 10 yM foi incubada a 
37°C em presença de NADH na concentração 0,05mM (Fig. a) ou 
0,5mM (Fig. b). Fig. a - (®) controle; (A) 0,05mM NADH +
lmM 2-mercaptoetanol; (o) - 0,05mM NADH ou 0,5mM NADH +
0,05mM NAD. Fig. b - (®) controle; (A) 0,5mM NADH + lmM 2- 











TEMPO DE INCUBAÇÃO A 37« C -  horas
Fig. 18: Inativação da apoGPDH de músculo de
Caïman sp por NADH.
Apoenzima na concentração 10 yM foi incubada a 37°C 
em presença de 0,5mM NADH por diferentes tempos e a seguir
a atividade enzimãtica foi medida como descrito em Materiais













TEMPO DE INCUBAÇÃO A 3 7 « C -h o ra *
Fig. 19: Inativação da holoCPDH de músculo de
Caiman sp por gliceraldeído-3-fosfato.
A enzima dialisada, na concentração 10 yM foi incu-
bada a 37°C em presença de G3P, na concentração 0,5mM. (•)
controle ou 0,5mM NAD ou 0,5mM G3P + lmM 2-mercaptoetanol; 















TEMPO DE INCUBAÇÃO A 37 «  C -  horas
Fig. 20: Inativaçao da apoGPDH de músculo de
Caiman sp por gliceraldeido-3-fosfato.
A apoenzima na concentração do 10 yM foi incubada a 
37°C em presença de G3P por diferentes tempos e a seguir a 
atividade enzimática foi medida como descrito em Materiais 
















Fig. 21: Efeito da ureia na inativação da GPDH 
de músculo de Caiman sp.
A enzima foi centrifugada e o precipitado suspenso em 
tampão Imidazol-HCl 0,05M, pH 7,0 contendo EDTA 5mM e 2- 
mercaptoetanol lmM. A solução de enzima foi diluída 10 ve-
zes em um sistema tampão similar ao descrito acima, conten-
do diferentes concentrações de uréia e a seguir incubada por 
60 minutos a 0°C.
A reassociação da enzima foi feita diluindo-se a mis-
tura uréia-enzima, 100 vezes em tampão Imidazol-HCl 0,05M 
pH 7,0 contendo EDTA 5mM e 2-mercaptoetanol lmM e incuban-
do-se por 60 minutos a temperatura ambiente. (•) enzima ina- 









Fig. 22: Titulação da apoGPDH de músculo de 
Cadman sp pela Banda de Racker.
Ã ApoGPDH, na concentração 9,6 yM, suspensa em tam-
pão Tris-HCl 0,05M pH 8,0 contendo EDTA lmM foi acrescenta-
do NAD em quantidades variáveis e a absorção à 360 nm rela-
tiva Banda de Baaker foi medida.
4, Disc us sã o
A Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (D-gliceral- 
deído-3-fosfato: NAD, oxidoredutase) é uma enzima glicolí- 
tica que desempenha um papel chave tanto na glicõlise como 
na gluconeogênese11. Esta enzima tem sido isolada de várias 
origens, principalmente devido à facilidade de obtenção em 
forma homogênea, à reatividade dos grupos sulfidrílicos, ã 
importância da reação como um protótipo para mecanismos de 
fosforilação oxidativa e as raras interações com o coenzi- 
ma193. Destes estudos concluiu-se que há uma grande simila-
ridade estrutural entre as enzimas de diferentes origens, 
isto é, a estrutura da GPDH ê em grande parte conservada no 
processo da evolução. As enzimas de diferentes mamíferos 
apresentam estruturas praticamente idênticas, havendo apro-
ximadamente 70% de homologia na seqüência de aminoãcidos en-
tre as enzimas de porco e de lagosta85 e cerca de 68% de ho-
mologia entre as enzimas de levedura e mamífero93.
Ê portanto bastante importante o isolamento e o es-
tudo da gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase de réptil, uma 
vez que nenhum trabalho foi feito neste sentido, a fim de
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que esta enzima possa ser comparada em toda a escala filo- 
genêtica. Neste trabalho, a enzima foi purificada até a ho-
mogeneidade e as propriedades da enzima foram estudadas, 
comparativamente às enzimas isoladas de outras fontes.
A GPDH de músculo de Caiman sp foi purificada por 
dois sucessivos fracionamentos com sulfato de amónio. A úl-
tima etapa, que corresponde a uma saturação de 72% forneceu 
a enzima. É interessante notar, que todas as outras GPDHs 
homogêneas relatadas tem sido purificadas ã partir de pre-
cipitados obtidos com uma saturação acima de 50% de sulfata 
de amónio, algumas acima de 70%. Esta observação sugere uma 
similaridade estrutural entre as várias glicera.lde.ído-3-fos- 
fato desidrogenases estudadas.
Tentativas para cristalizar a GPDH de Caiman sp não 
foram bemjsucedidas, porém a enzima obtida como um precipi-
tado amorfo em solução de sulfato de amónio, demonstrou ser 
homogênea por eletroforese em celogel, eletroforese em gel 
de poliacrilamida e eletroforese em gel de poliacritamida 
em presença de SDS.
Há dois grupos gerais de GPDHs que podem ser distin-
guidas em base do conteúdo de NAD da proteína isolada, um 
deles contêm quantidades substanciais de NAD ligado e no 
qual se encontra a maioria das enzimas estudadas, o outro 
com pouco ou nenhum coenzima ligado que não pode ser remo-
vido por diãlise ou cristalização, como é o caso das enzi-
mas de levedura1 0 5 * 1 0 6 , esturjão, peru, faisão3 e E.ooli**3.
A enzima de músculo de Caiman sp purificada apresen-
ta NAD fortemente ligado, assemelhando-se à maioria das GPDHs 
estudadas. A razão Â gc) : ^260 °ktida para a enzima purifi-
cada foi de 1,2, indicando um conteúdo de 3 moles NAD/mol de 
enzima. Como o coenzima está firmemente ligado, ê difícil a 
obtenção da enzima livre. Após muitas tentativas conseguiu- 
se isolar a apoenzima, por tratamento com carvão ativo e 
filtração através de Millipore. A razão A2gg : A26Q °ktida 
para a apoenzima foi de 2,1, indicando estar a enzima to-
talmente livre de NAD. Este valor encontrado é bastante si-
milar ao valor de 2,15 obtido por KIRSCHNER et al.96 para 
a enzima de levedura e àquele de 2,2 obtido por MURDGCK & 
KOEPPE131 para a enzima de músculo de coelho. Valores ■ ura 
pouco mais baixos, 2,00 e 1,99 foram determinados por DE 
VIJLDER et al. para as enzimas de músculo de coelho49 e de 
lagosta51. No caso da GPDH de músculo de coelho o NAD está 
mais firmemente ligado do que na enzima de levedura18, *96. 
O coenzima assim ligado ê extremamente difícil de ser remo-
vido, tanto na enzima de músculo de coelho187, como na en-
zima de músculo de lagosta51,187. A remoção de todo o coen-
zima, destas enzimas, por prolongado tratamento com carvão 
ativo, resulta em uma apoenzima menos estável164. A GPDH de 
Euglena gracilis75 contém 4 moles de NAD ligado/moi de en-
zima; 3 moles do coenzima podem ser removidos por diãlise 
exaustiva, sem perda da atividade. Por tratamento com car-
vão o nucleotídeo pode ser retirado totalmente, resultando
9*t
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em uma completa perda da atividade enzimãtica. Resultados 
similares foram obtidos por SCHULMAN & GIBBS, para a enzima 
de ervilha162.
A GPDH de músculo de Caiman sp deve sempre ser con-
servada em presença de 2-mercaptoetanol, porque sem esta 
precaução a atividade especifica da enzima purificada é 
baixa, somente 20 a 30% da atividade foi detectada na au-
sência do agente redutor. No caso da GPDH de levedura106 a 
atividade máxima da enzima tem sido observada somente em 
presença de cistelna. Esta enzima recém-preparada apresen-
ta-se 60 a 80% ativa sem cistelna porém o requerimento au-
menta quando a enzima é guardada. Requerimento similar à 
GPDH de réptil ê apresentado pela enzima de Escheriohia eo- 
lik3 em que menos de 30% da atividade enzimãtica ê observa-
da na ausência de 2-mercaptoetanol no ensaio.
A GPDH de músculo de Caiman sp, purificada, apresen-
ta propriedades enzimãticas similares às enzimas análogas, 
isoladas de outras fontes. Os valores de Km para G3P e NAD 
são comparáveis aos relatados para esta enzima isolada de 
uma grande variedade de fontes. Estudos de inibição revelam 
outras similaridades, havendo uma aparente inibição compe-
titiva por nucleotldeos de adenina (ATP, ADP, AMP, AíflPj com 
relação ao NAD.
O peso molecular de 140.000 determinado para a enzi-
ma de réptil ê comparável àquele de 145.000 relatado por 
HARRINGTON & KARR81 para as enzimas de músculo de coelho e
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porco, ao peso molecular de 145.000 para a enzima de lagos-
ta45, e para a enzima de E. coli1*3, 144.000 para a enzima 
de membranas de eritrõcito humano55, de 148.000 para a en- • 
zima de B.stearothermophilus3 e de 140.000 para a enzima de 
Euglena graoHis"7^.
A GPDH de músculo de réptil apresenta estrutura te- 
tramérica e como todas as outras gliceraldeído-3~fos£ato cle- 
sidrogenases estudadas é formada por subunidades idênticas 
ou quase idênticas83.
Em relação â composição de amoniâcidos da gliceral- 
deído-3-fosfato desidrogenase, podemos observar pela Tabela 
II que as GPDHs de diferentes origens exibem uma composição 
de aminoãcidos bastante similar.
O ponto isoelêtrico da GPDH de músculo de Caiman sp 
foi estimado ser de 8,9, através de experimentos de focali- 
zação isoelêtrica. Este valor ê semelhante aqueles obtidos 
para as várias enzimas de músculo3, mas ê diferente daque-
les obtidos para as enzimas de bactérias174 que são relati-
vamente mais ácidas (pI-5,0).
O pH ótimo da GPDH de músculo de Caiman sp é de 8,0. 
Este valor de pH se encontra na faixa geral de valores de 
pH ótimo relatada para a maioria das GPDHs15 8 >l9 3 ̂ q de-
créscimo na atividade enzimãtica em valores de pH mais al-
tos, não é tão agudo como aquele descrito por BONDI20 para
GPDH de tecidos de coelho.
O envolvimento de grupos tiólicos na atividade da
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GPDH foi indicado já nos primeiros estudos sobre esta enzi-
ma, pela sensibilidade à inibição por iodoacetato e metais 
pesados152. Foi portanto assumido freqüentemente que a rea- • 
tivação da enzima, inativada expontaneamente, por cisteína 
era devido à redução de grupos tiólicos oxidados.
DAVIDSON et al.1*5 demonstraram que a inibição da GPDH 
por agente oxidante, como o ácido iodosobenzõico, ê devido 
á formação de uma ligação dissulfeto intramolecular no cen-
tro ativo. Outros reagentes inibem a GPDH pela formação de 
mercaptídeos. No caso do p-mercuribenzoato, 2 equivalentes 
inibem completamente a atividade da enzima de levedura, que 
pode ser reativada completamente, pela adição de cisteí-
na192. BATKE e t a l . 12 estudando a reação da cisteína-149 da 
GPDH de músculo de porco com p-hidroximercuribanzoato, de-
monstrou que a enzima reage com p-hidroximercuribenzoato,
 ̂ cl
formando em complexo ternário. Uma cinética de 1- ordem bi- 
fásica foi demonstrada para a formação do mercaptídeo e li-
beração do NAD, o que indica que há diferenças na reativi- 
dade dos resíduos Cys-149 e entre os sítios de ligação do 
NAD dentro do tetrâmero.
Para a GPDH de músculo de Caiman sp, observou-se que 
a inibição pela formação de mercaptídeos, em presença de 
ácido p-cloromercuribenz5ico e p-hidroximercuribenzoato foi 
de aproximadamente 90% e 100% respectivamente, sendo esta 
inibição revertida por excesso de 2-mercaptoetanol.
A inibição de músculo de réptil, por agentes oxidan-
98
tes, como 2-cloro-4-aminobenzoato e ácido ortoiodosobenzõi- 
co foi apenas parcial e também revertida por 2-mercaptoeta- 
nol.
A GPDH de músculo de Caiman sp ê inibida cerca de 
67,5%, quando tratada por iodoacetamida (0,lmM), neste caso 
o mecanismo de inibição ê por alquilação e portanto irre-
versível .
STANCEL & DEAL180'181 descreveram que a GPDH da le-
vedura, em concentrações moderadamente baixas de proteína, 
perde a atividade lentamente, quando exposta a ATP, a 
0°C. CONSTANTINIDES & DEAL35 encontraram para a GPDH de mús-
culo de coelho, uma inativação similar, porém mais rápida. 
Para a enzima de fígado de porco, DAGHER & DEAL1*1 descreve-
ram uma lenta perda da atividade em função do tempo, nas 
mesmas condições.
Foi demonstrado que as GPDHs de músculo de coelho35, 
levedura181 e fígado de porco^1 sofrem dissociação, prova-
velmente em monômeros, quando incubadas em presença de ATP, 
a 0°C. A gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase de Dissosti- 
ohus mawsoni, um peixe da antãrtida adaptado ao frio, ê'mui-
to menos sensível â inativação por ATP, a 0°C71* guando com-
parada à enzima de coelho. Esta propriedade de resistência 
â inativação por ATP ê provavelmente vantajosa para a adap-
tação do peixe ao frio. Uma resistência similar tem sido 
descrita por GELB & NORDIN*, citado por GREENE & FEENEY71*,
*GELB, W. & NORDIN, J.H. Abstr. F e d e r a t i o n  Amer. Soc. 
Exptl. Biol. n 9 2362, 1970 . ------------------------------------
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para a GPDH de abelhas que são expostas a baixas temperatu-
ras durante a hibernação.
A GPDH de músculo de Caiman sp demonstrou uma rápi-
da perda de atividade em presença de ATP, a 0°C. Uma incu-
bação por 1 hora a 0°C, em presença de ATP, na concentração 
lOmM, causou uma perda de 80% da atividade original. Por-
tanto, sob este aspecto a enzima de réptil ê similar ã en-
zima de músculo de coelho35. Incubação, da enzima inativa- 
da, por 30 minutos â temperatura ambiente resultou em uma 
parcial recuperação da atividade.
CHILSON et al. 3 1 descreveram a inativação reversível 
de várias desidrogenases, quando submetidas a tratamento com 
uréia, guanidina ou ácidos. GPDH isolada de galinha, fai-
são, ostra, lagosta, coelho, esturjão, hipoglosso e levedu-
ra foram estudadas sob este aspecto. Estas enzimas inativa- 
das por uréia 8M, forarn sujeitas a reassociação em presença 
de 2-mercaptoetano1 100 mM. Com exceção das enzimas de le-
vedura e hipoglosso, 35 a 85% da atividade enzimãtica foi 
recuperada. A observação da formação de híbrido entre GPDH 
de lagosta e hipoglosso, dá forte evidência de que GPDH des-
naturada por uréia encontra-se dissociada em subunidades31.
Um estudo sistemático das variáveis que afetam a 
reassociação, in v-ttro, da GPDH de levedura, à partir de 
subunidades dissociadas por uréia, foi realizado por DEAL**7. 
A reassociação da enzima de levedura, como foi demonstrado, 
requer a presença do cofator NAD, o que explica a falta de
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êxito dos pesquisadores anteriores, em obter a reversão da 
dissociação desta enzima, É importante ressaltar que a GPDH de le-
vedura purificada, está isenta de NAD+ ligado. Este requeri-
mento in v-ítro de NAD+ para o processo de dobramento da GPDH 
de levedura, enfatiza que a seqüência de aminoácidos somen-
te, pode não ser adequada para proporcionar o dobramento 
correto dos polipeptxdeos nascentes ou completados, in vi-
vo , e que nicòtinamidaadenina dinucleotídeo pode realizar es-
ta função e portanto controlar a velocidade de síntese da 
enzima1*7.
A enzima de Caiman sp perde cerca de 50% da ativida-
de em presença de uréia na concentração 2M. Para a enzima 
de coelho, uma perda de 50% da atividade é obtida em uréia 
5M6 11. Entretanto para a enzima de Thermus thermophilus^1* ,• 
somente 40% de inativação ocorre em presença de uréia 8M. 
Portanto comparativamente a estas enzimas, a enzima de rép-
til ê muito menos resistente à inativação por uréia.
Diferente da enzima de levedura1*7 e de músculo1*8, que 
sofrem reassociação expontânea quando dissociada por uréia, 
a enzima de músculo de Caiman sp não recupera significati-
vamente sua atividade original depois de uma diluição de 
cem vezes e aquecimento subseqüente, à temperatura ambien-
te. Nas condições descritas e também na presença de 2-mer- 
captoetanol, em concentração mais alta (100 mM) e NAD (27 
mM), os resultados não sofreram modificações. Pequena recu-
peração da atividade enzimãtica, foi obtida quando a enzima
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foi inativada era presença de uréia, em baixas concentrações, 
isto ê, se a enzima não estava totalmente desnaturada, con-
seguia-se uma recuperação parcial da atividade. Comporta-
mento bastante similar a este, foi observado para GPDH de 
fígado de porco1*1. Neste caso a presença de NAD+ 5mM tem um 
efeito protetor contra a inativação enzimática por uréia, 
mas não aumenta significativamente a renaturação.
Estudos tom demonstrado 18,90,92, 153, 190 q , ie enzi-
mas podem se tornar menos estáveis a agentes físicos na pre-
sença de substratos e cofatores, e que variações na concen-
tração e combinação dos componentes necessários, afetara pro-
fundamente a estabilidade enzimática. O fato bastante : co-
mum1 8,90,92,153,190 g,0 aumento da instabilidade de enzimas 
na presença de substratos e cofatores sob condições in vi~ 
tro, sugere que o fenômeno poderia ter importância em bio-
logia190. Ê portanto, muito importante se verificar se cote 
fenômeno ocorre sob condições fisiológicas.
A gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase é muito su- 
ceptível ã inativação em presença de NAD reduzido. TGCXER & 
GRISÕLIA191 estudaram a inativação da triose fosfato desi-
drogenase de músculo, por seu cofator, NADíI, em concentra-
ções fisiológicas e concluíram que nas amostras extensiva-
mente inativadas ocorre uma perda de 50% dos grupos sulfi- 
drílicos tituláveis. Segundo AMELUNXEN & GRISÕLIA5 a inati-
vação da triose fosfato desidrogenase por NADH ocorre em 
etapas: a - substituição do NAD ligado a enzima por NADH;
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b - exposição dos grupos-SH â oxidação por oxigênio molecu-
lar, resultando na formação de água oxigenada (H202); c - 
destruição da atividade enzimãtica por H20 2.
Em 1965, CARR et al.29 observaram que quando a GPDH 
é incubada em presença de NADH ou NADH e gliceraldeído-3- 
fosfato, as características de ligação do coenzima são al-
teradas. Extensas modificações ocorrem somente em presença 
de oxigênio e paralelamente hã perda da atividade enzimáti- 
ca. Experimentos têm demonstrado29 que se a enzima ê incu-
bada na presença de NADH, posteriormente nenhum NADH ê li-
berado da enzima, como julgado pela falta de mudança na fluo-
rescência. Os dados de titulação sugerem que a mistura con-
tinha duas espécies de enzima: a enzima que continuava ati-
va e não tinha NADH ligado e a proteína inativa com 2 moles 
de NADH ligado por mol de proteína29.
Segundo AMELUNXEN & GRISOLIA5 guando a GPDH era in-
cubada em presença de NADH em condições de anaerobiose não 
ocorria inativação ou quando G3P estava presente na mistura 
de incubação, não era observado ligação de NADH;com G3P pre-
sente havia cerca de 30% de inativação da enzima; entretan-
to não ocorria perda de grupos-SH28. Isto sugere que o me-
canismo de inativação por G3P não é o mesmo que o mecanismo 
induzido por NADH ou NADH-G3P. Os dados tem demonstrado6 que 
a enzima ê inativada por G3P quando incubada sob condições 
anaeróbias ou aerõbicas, porém não ocorrendo perda dos gru-
pos-SH.
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A inativação da GPDH por NADH, como jã descrito ê 
acompanhada de perda de grupos-SH tituláveis5*6'191 entre-
tanto, esta inativação pode ser impedida, se na mistura de 
incubação for adicionado ditioeritritol ou cisteína7. Se a 
enzima está cerca de 50% inativada, a atividade pode ser re-
cuperada em 75% por incubação da enzima por 7 minutos com 
ditioeritritol ou cisteína; entretanto se a enzima se en-
contrar extensivamente inativada (2 h em presença de NADH), 
a atividade enzimãtica não é recuperada pela adição de mer- 
captanas 7.
Em 1979, KREBS et al.107 estudando a influência do 
coenzima no dobramento e reassociação in vitro da gliceral- 
deído-3-fosfato desidrogenase de levedura, observaram que a 
enzima é estabilizada por NAD+ , porém na presença de NADH, 
ocorre desestabilização e perda da estrutura quaternária. 
Eles sugerem que mudanças conformacionais na GPDH que ocor-
rem quando coenzima ou íons se ligam á enzima, podem alte-
rar a suscetibilidade de grupos reativos funcionais em re-
lação à modificação química. Neste caso a proteção de gru-
pos sulfidrílicos por ditioeritritol e exclusão de oxigênio 
estabilizariam a enzima nativa.
AMELUNXEN8 comparando a inativação por NADH da gli- 
ceraldeído-3-fosfato desidrogenase de Bacillus stearother- 
mophilus e de músculo de coelho observou que a enzima de 
bactéria ê extensivamente inativada pelo coenzima reduzidor 
porém ê necessário uma incubação a 60° para se obter uma
1 0 *♦
inativação tão extensa quanto a da enzima de músculo, a 
37°C.
Para a GPDH de músculo de Caiman sp, verificou-se que 
semelhantemente às outras enzimas descritas anteriormente, 
ela é extensivamente inativada por NADH. Nestes experimen-
tos a concentração do coenzima reduzido foi mantida entre 
0,1 e 0,5mM, que são os limites fisiológicos para este co-
enzima70. A inativação da enzima de réptil por NADH pode 
ser impedida, se adicionarmos 2-mercaptoetanol ã mistura de 
incubação. Uma amostra 80% inativada, em condições aerõbi- 
cas teve uma redução de 40% dos grupos-SH tituláveis.
Uma possível relação entre a inativação por NADH e a 
presença de metais pesados foi estudada7,191. Os metais pe-
sados presentes na solução tampão não estariam envolvidos 
desde que são sujeitos a controle, mas a possibilidade de 
que NADH contivesse metais pesados não pode ser excluída. 
Constatou-se que para a enzima de músculo de coelho, a adi-
ção de agentes complexantes tais como: KCN, KSCN, EDTA, etc., 
não tem qualquer efeito na inativação enzimãtica induzida 
por NADH. Resultados semelhantes foram encontrados para a 
GPDH de réptil em que a presença de EDTA não modificou de 
maneira significativa a inativação induzida pelo coenzima 
reduzido.
Estudos com relação à estabilidade a 37° da apo e 
holoGPDH de Caiman sp, na ausência e na presença de NADH ou 
G3P, demonstraram que ambas se comportam de maneira seme-
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lhante quanto à inativação por NADH, o que ê bastante raro 
uma vez que, para a maioria das GPDHs estudadas, a apoenzi- 
ma é mais instável que a respectiva holoenzima, como é o 
caso da GPDH de músculo de coelho191 em que, pela remoção 
do NAD ligado à enzima, a estabilidade enzimática decresce, 
com ou sem adição de NADH. Quanto à inativação por G3P, 
constatou-se que a apoenzima de réptil aparentemente ê mais 
estável que a holoenzima, obtendo-se 60% de inativação para 
a holoenzima e cerca de 40% de inativação para a apoenzima 
em presença de G3P, na concentração 0,5 mM, apõs 5 horas de 
incubação.
Embora muitos estudos tenham sido realizados em re-
lação a este tipo de inativação, a questão do significado 
fisiológico deste processo permanece ainda em aberto34.
Estudos quantitativos tem sido realizados, em rela-
ção à quantidade de NAD+ ligado â gliceraldeído-3-fosfato de- 
sidrogenase. Os métodos incluem a remoção do coenzima por 
tratamento com carvão ativado e a determinação quantitativa 
da recombinação do coenzima com a enzima a 360 nm.
A enzima isolada de músculo de coelho51 contêm 3,6 - 
3,7 moles de NAD+/mol de enzima. CONWAY & KOSHLAND36 demons-
traram que a ligação da 4- molécula de NAD+ ã enzima de coe-
lho não tem qualquer efeito sobre a viscosidade, indicando 
pouco ou mesmo nenhum efeito sobre a conformação da proteí-
na. Foi observado que as duas primeiras moléculas de NAD+ 
são ligadas muito fortemente à enzima, a terceira menos for-
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temente e a quarta mais fracamente1 8 * 3 6 * **9 . Segundo CONWAY 
& KOSHLAND36 a ligação de NAD+ â enzima de músculo de coe-
lho ocorre com coopevatividade negativa.
A enzima de levedura, ao contrário da enzima de coe-
lho, quando isolada contém somente traços de NAD+105; estu-
dos tem demonstrado que a ligação de NAD+ à enzima ocorre 
com coopevatividade positiva^&’^7.
A gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase de lagosta é 
mais semelhante à enzima de músculo de coelho do que de le-
vedura. Quando isolada, a enzima apresenta 3,9 moles de NAD/ 
mol de enzima51. DE VIJLDER et al.51 demonstraram por diã- 
lise de equilíbrio e ultrafiltração que 4 moles de NAD+ po-
dem ser ligados por mol de enzima e que as três primeiras 
moléculas contribuem igualmente para a absorção a 360 nm e 
a quarta faz pouca ou nenhuma contribuição.
SEYDOUX et al.164 demonstraram para GPDH de esturjão 
que a ligação do NAD+ ocorre em quatro sítios por tetrâme- 
ro, porém a afinidade pelo ligante ê heterogênea, ocorrendo 
com cooperatividade negativa.
ALLEN & HARRIS2 observaram uma leve cooperatividade
negativa na ligação da terceira e quarta moléculas de coen-
zima para GPDH de Bacillus stearothermophilus.
Estudos relativos â fixação de NAD+ pela enzima de 
Caiman sp demonstraram que quatro moles de NAD+ podem ser 
ligados por mol de enzima. Somente estes estudos, entretan-
to, não nos permitem afirmar se a ligação do coenzima pela
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apoGPDH de músculo de Caiman sp ocorre com cooperatividade 
negativa, como é o caso das enzimas de músculo de coelho36, 
49, de músculo de lagosta51, de esturjão164 ou de B. stera- 
thermophilus2. O fato desta enzima quando isolada apresen-
tar 3 moles de NAD+ ligado por mol de enzima, sugere que a 
4- molécula deve estar ligada mais fracamente e portanto foi 
perdida no processo de isolamento da enzima, indicando a 
possibilidade de um mecanismo de cooperatividade negativa.
Embora exista grande similaridade entre as gliceral- 
deído-3-fosfato desidrogenases estudadas quanto à função, o 
que é comprovado pelas propriedades comuns apresentadas, co-
mo pela análise da composição de aminoãcidos, que é prati-
camente idêntica, mesmo para organismos distantes filogeni- 
camente; podemos dizer que a enzima de réptil se assemelha 
mais âs enzimas de outros vertebrados que às enzimas de in-
vertebrados, bactérias ou plantas.
Estes vários dados, referentes às propriedades das 
muitas GPDHs purificadas, juntamente com os dados de se-
qüência de aminoácidos das enzimas de bactérias15, levedu-
ra93, músculo de lagosta45 e músculo de porco85, sugerem ser 
a gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase uma enzima de evo-
lução lenta e portanto de grande utilidade para estudos fi- 
logenêticos de alto nível.
5, Co n c l u s õ e s
Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase foi isolada de 
músculo de Caiman sp e purificada através de precipita-
ção fracionada com sulfato de amónio. 0 rendimento ob-
tido, com este método, foi de 16% com uma purificação 
de 57 vezes.
A GPDH purificada, obtida como um precipitado amorfo em 
solução de sulfato de amónio, foi considerada homogênea, 
como demonstrado por eletroforese em celogel, eletrofo- 
rese em gel de poliacrilarnida, eletroforese em gel de 
poliacrilamida na presença de SDS.
A enzima purificada apresenta NAD+ fortemente ligado. A
razão A_oa : A„aa obtida para a enzima purificada foi 
zoU Z bU
de 1,2, indicando um conteúdo de 3 moles de NAD por mol 
de enzima.
O coeficiente de extinção determinado para a holoenzima 
0 1%de A^SO = 0,9 e para a apoenzima foi de 1,0.
O peso molecular da enzima nativa foi estimado em apro-
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ximadamente 140.000 daltons, por filtração em gel se- 
phadex G-150. O peso molecular da subunidade determina-
do por eletroforese em gel de poliacrilamida em presen-
ça de SDS foi de 36.000 daltons. A enzima nativa é por-
tanto um tetrâmero contendo subunidades de igual tamanho.
6 - O pH ótimo da enzima foi demonstrado ser de 8,0 em tam-
pão Tris-HCl.
7 - A GPDH de músculo de Caiman sp apresenta um ponto isoe-
létrico de 8,9 como demonstrado por experimentos de fo- 
calização isoelêtrica.
8 - A GPDH de músculo de Caiman sp ê ativada por 2-mercap-
toetanol e ditioeritritol. A ativação máxima da enzima 
foi obtida com os agentes redutores na concentração 10 
mM.
9 - A GPDH é ativada por arseniato, sendo 50 mM a concen-
tração ótima para ativação.
10 - A pH 8,0 e a 25°C os valores de Km para gliceraldeído-3
-fosfato e NAD foram de 70 yM e 15 yM, respectivamente. 
Em ambos os casos o efeito do aumento da concentração 
do substrato demonstrou uma cinética hiperbólica.
11 - NADH e outros nucleotldeos de adenina (ATP, ADP, AMP,
AMP ) inibem competitivãmente a enzima. Os valores de 
c
Ki, a pH 8,0 e a 25°C foram: Ki NADH = 38 yM, Ki ATP =
1 1 0
6,1 mM, KiftDp = 1,5 mM, K l ^  = 1,3 mM e K i ^  . 0 5
mM.
12 - Os lons Ca++, Mg++ e Mn++ não afetam significativamente
, . j ,  - . + +  + +  ++
a atividade enzimatica. Os íons Hg , Cu e Zn ini-
bem totalmente a atividade enzimãtica. A inibição por
H—h H—h ^ _________________________________________________ __
Hg e Cu provavelmente e devida a oxidaçao dos gru-
pos sulfidrílicos do sítios ativo. A inibição por Zn++ 
não foi esclarecida.
13 - A atividade da GPDH de músculo de Caiman sp é inibida
por mercuriais. Dentre os reagentes testados o p-hidro- 
ximercuribenzoato foi o inibidor mais potente, inibindo 
100% da atividade enzimãtica, na concentração 0,1 mM. A 
inibição pelos mercuriais testados foi revertida pela 
adição de um excesso de 2-mercaptoetanol, com exceção 
da inibição por iodoacetamida que foi demonstrada ser 
irreversível.
14 - A GPDH ê inativada quando incubada com ATP a 0°C. Esta
inativação é parcialmente revertida quando a enzima ina-
tivada ê incubada à temperatura ambiente.
15 - A GPDH ê inativada quando incubada em presença de uréia,
a 0°C. Foi demonstrado que concentrações de uréia supe-
riores a 4M inativam totalmente a enzima. A atividade 
enzimãtica não é recuperada em quantidades apreciáveis 
quando a enzima ê diluída cem vezes, para reduzir a con-
centração de uréia, e incubada à temperatura ambiente.
16 - A GPDH é inativada quando incubada em presença de NADH,
a 37°C. A holoenzima ê 80% inativada quando incubada em 
presença de NADH, 0,5 mM, por 5 horas, a 37°C. NAD+ não 
tem efeito protetor em relação a esta inativação, mas a 
presença de 2-mercaptoetanol 1 mM protege a enzima da 
inativação pelo coenzima reduzido. A apoenzima, seme-
lhante ã holoenzima, foi também 80% inativada, nas mes-
mas condições. A titulação dos grupos-SH das enzimas 
inativadas por NADH, mostrou perda de aproximadamente 
40% dos grupos-SH, em relação ao controle, também incu-
bado a 37°C, porém na ausência do coenzima reduzido.
17 - A GPDH ê inativada quando incubada em presença de gli-
ceraldeido-3-fosfato a 37°C. Aparentemente a apoenzima 
ê mais estável que a holoenzima quanto a este tipo de 
inativação. Após 5 horas de incubação a 37°C, em pre-
sença G3P 0,5 mM houve aproximadamente 60% de inativa-
ção para a holoenzima e 40% de inativação para a apoen-
zima .
18 - Através de estudos de fixação do coenzima-NAD+ pela
apoenzima de músculo de Caiman sp pela titulação da 
Banda de Raaker a 360 nm foi demonstrado que 4 moles de 
NAD+ podem ser ligados por mol de enzima.
19 - A GPDH de músculo de Caiman sp tem aproximadamente 13,8
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grupos-SH por mol de enzima. Dentre eles aproximadamen-
te 4 grupos são mais reativos, correspondendo aos gru-
pos sulfidrílicos do sitio ativo da enzima.
20 - Quanto a composição de aminoãcidos da GPDH de músculo
de Caiman sp os resultados obtidos demonstram grande si-
milaridade entre esta enzima e a.s enzimas isoladas de 
outras fontes.
21 - Comparando os resultados dos estudos realizados com a
enzima de réptil em relação ãs demais enzimas estuda-
das, conclui-se que a mesma se assemelha mais às enzi-
mas de músculo de mamíferos do que âs enzimas de bacté-
rias, levedura ou vegetais.
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